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resumo 
 
 
Os lípidos desempenham funções cruciais na estrutura e 
sinalização dos sistemas biológicos; deste modo a 
caracterização do seu perfil e avaliação da sua variação em 
diferentes condições fisiológicas, tem vindo a suscitar interesse, 
resultando no surgimento da lipidómica. O presente trabalho 
propôs-se a executar um estudo lipidómico de plasma sanguíneo 
da grávida para deteção de Trissomia 21, para uma possível 
aplicação em clínica, como método alternativo, devido às 
características invasivas dos métodos atuais. Assim sendo o 
objetivo consistiu no estudo de alterações no perfil lipídico no 
plasma sanguíneo de grávidas com filhos com Trissomia 21 
comparativamente a grávidas com bebes normais, nos1º e 2º 
Trimestres de gravidez. O perfil lipídico foi analisado usando 
MALDI-MS, ESI-MS e LC-MS. As amostras aplicadas em MALDI-
MS e ESI-MS foram previamente extraídas por MTBE; por sua 
vez as amostras submetidas a LC-MS foram extraídas por SPE, 
obtendo-se um extrato lipídico total e de fosfolípidos, 
respetivamente. Os resultados de LC-MS foram analisados por 
análise univariada. Por MALDI-MS não foi possível comparar os 
resultados de controlo com patologia pela ausência de 
reprodutibilidade observada, Por sua vez ESI-MS demonstrou 
ultrapassar este ponto, permitindo ainda a identificação dos iões 
observados. Por LC-MS foram possíveis de observar 4 PC com 
alterações estatisticamente significativas, sendo elas PC(32:2); 
PC(34:4); PCp(36:5) e PC(36:6), de m/z 730.5; 754.6; 766.6 e 
778.5, podendo tal alteração estar associada à suscetibilidade 
dos individuos portadores da patologia aos efeitos do stress 
oxidativo.  
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abstract 
 
Lipids are crucial to the structure and signalization, therefore its 
fingerprint and variations in different physiological conditions have 
evoke an interest, culminating in the birth of lipidomics.The 
present study seeks to apply a lipidomic approach to detection of 
Trisomy 21 in blood plasma from pregnant woman, to a possible 
application to a prenatal setting due to the actual invasive 
methods. The aim of the study was to identify alterations on the 
blood plasma lipid fingerprint for Trisomy 21, in comparison to 
controls, for 1
st
 and 2 trimesters of pregnancy. Its fingerprint was 
analised by MALDI-MS, ESI-MS and LC-MS. The samples 
applied on MALDI-MS and ESI-MS were previously extracted by 
MTBE, while the ones used for LC-MS were extracted by SPE, 
acquiring a total lipid extract and a phospholipid extract, 
respectively. LC-MS results were applied to   univariate analysis. 
By MALDI-MS the comparison between controls and pathology 
was not possible due to the lack of reproducibility. ESI-MS 
allowed to surpass this point, and also identify the several ions 
observed. By LC-MS  we were able to observe 4 PC statistically 
significate: PC(32:2); PC(34:4); PCp(36:5) e PC(36:6), de m/z 
730.5; 754.6; 766.6 e 778.5. This alterations could be due to the 
susceptibility of the individuals to oxidative stress’ effects.   
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1. Introdução 
1.1. Patologias associadas à gravidez e diagnóstico pré-natal 
Uma gravidez normal humana tem duração de 38 a 40 semanas de gestação e é 
geralmente dividida em 3 trimestres. Durante este período, registam-se várias mudanças 
anatómicas, fisiológicas e metabólicas, de modo a adaptar o corpo ao crescimento de 
um novo ser, proporcionando-lhe as condições necessárias ao seu desenvolvimento (1). 
Estas alterações incluem o aumento da concentração das hormonas diretamente 
relacionadas com a gravidez (ex.: estrogénio), resultando em alterações metabólicas 
secundárias (ex.: diminuição da tolerância à glicose) (2). Durante a gestação há um 
crescimento do corpo do feto e diferenciação dos seus tecidos, órgãos e sistemas, sendo 
o 1º Trimestre o mais importante nesta diferenciação (1).  
No decorrer da gravidez podem surgir várias patologias que podem afetar a grávida 
e o feto. No caso da grávida as doenças mais comuns são (i) Diabetes Mellitus 
Gestacional (GDM), (ii) Pré-eclampsia (PE); e no caso do feto as mais comuns são (i) 
Desordens Cromossómicas (CD), (ii) Malformações fetais (FM), (iii) Parto Pré-termo. 
Muitas destas patologias são de difícil diagnóstico ou tardio, porque os métodos nem 
sempre permitem uma clara distinção entre o que é patológico e o que é um processo 
fisiológico associado à gravidez (2). Por outro lado existem alguns métodos de 
diagnóstico que podem por em risco o feto. Consequentemente, a procura de métodos 
alternativos que permitam uma deteção precoce, assim como de uma redução do risco 
aborto pela execução dos mesmos, é um objetivo comum a vários estudos descritos nos 
capítulos seguintes. 
Ao longo deste trabalho serão referidas, em termos gerais, as características das 
várias doenças pré-natais, sendo que o foco principal irá incidir nas alterações 
cromossómicas, em particular as Trissomia 21, que foi o objeto de estudo desta teses de 
mestrado.  
1.1.1. Doenças que afetam a grávida 
1.1.1.1. Diabetes Mellitus Gestacional 
A diabetes mellitus gestacional (GDM) é definida como uma intolerância à 
glicose que ocorre durante a gravidez, que surge geralmente após 24 a 28 semanas de 
gestação (3). Esta patologia tem prevalência de 1 a 14% do total de gravidezes nos 
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Estados Unidos da América (3), podendo, no entanto, ser reversível após o parto devido 
ao restabelecimento dos níveis hormonais para uns semelhantes aos anteriores à 
gravidez (4). Esta situação patológica caracteriza-se por alterações no mecanismo de 
absorção da glicose associadas à insulina. A insulina é uma hormona responsável pela 
regulação dos níveis glicémicos, e pela promoção do uptake e armazenamento de 
substâncias como a glicose (5). 
A GDM está associada a um aumento do risco de complicações para a mãe, feto 
e recém-nascido, podendo consistir no desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 após 
a gravidez para a primeira, malformações fetais congénitas ou hipoglicemia neonatal e 
icterícia para os últimos, entre outras complicações (6). De modo a reduzir possíveis 
riscos para a saúde da grávida e do feto deve proceder-se a medidas de diagnóstico 
precoce e uma intervenção atempada (7). Atualmente, a monitorização desta patologia 
pode ser efetuada recorrendo à medição da glicose no soro ou plasma, quer em situação 
de jejum, quer após ingestão de glicose, assim como valores de glicose na urina. De 
acordo com o Serviço Nacional de Saúde, um indivíduo é diabético quando apresenta 
glicémia ocasional de 200 mg por decilitro ou superior com sintomas; ou se tiver uma 
glicémia em jejum (8 horas) de 126 mg por decilitro ou superior em duas ocasiões 
separadas de curto espaço de tempo (8). Quando a doença é detetada, deve recomendar-
se dieta e exercício físico como tratamentos. Estes podem ser suficientes para controlar 
os níveis glicémicos numa grande parte dos casos. Quando isto não acontece é 
necessária a administração de insulina (4,5).  
Como referido, o diagnóstico precoce para uma intervenção imediata é 
fundamental para a diminuição do perigo para a saúde da grávida e feto, pretendendo 
evitar a morbilidade materna e fetal, e situações de hipoglicémia, hipocalcémia, 
macrossomia fetal e icterícia neonatal, e futuro desenvolvimento crónico de diabetes do 
tipo 2 para a mãe.  
1.1.1.2. Pré-eclampsia 
A pré-eclampsia consiste numa desordem multi-sistémica na gravidez 
caracterizada por hipertensão, proteinúria e edema (9), com uma taxa de incidência de 2 
a 6% das gravidezes no Reino Unido (10) e está associada a uma elevada incidência de 
mortalidade da mãe e do feto, sendo as suas causas desconhecidas (11). Algumas teorias 
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apontam como causa desta patologia uma disfunção das células endoteliais ou hipoxia a 
nível da placenta (7,9). Esta última origina a libertação de mediadores inflamatórios 
resultando em alterações endoteliais e metabólicas (7,9). 
Esta patologia pode acarretar problemas para a grávida e para o feto e neonato, 
de entre eles podemos distinguir a falha renal e hepática, assim como hipertensão do 
lado materno, e prematuridade ou mesmo morte perinatal para o feto (1). Alguns fatores 
de risco consistem em gravidezes multíparas, doenças vasculares pré-existentes entre 
outros (12,13). 
O seu diagnóstico pode ser efetuado por deteção do desenvolvimento de 
hipertensão após a 20ª semana de gravidez, em gestantes sem histórico de pressões 
sanguíneas elevadas, e proteinúria (4,5). Em casos de pré-eclampsia mais severa, o 
diagnóstico pode ser efetuado por deteção de disfunções hepáticas, trombocitopenia e 
hemólise (10). Vários fatores têm vindo a ser igualmente associados à pré-eclampsia. 
Entre estes, prevalecem os síndromes metabólicos (dislipidemias, hiperinsulinemias, 
hiperglicemia, hipertensão e obesidade) e concentrações elevadas de aminoácidos (14), 
concentrações de lípidos e de corpos cetónicos maternas alteradas, e stress oxidativo 
(15). Todavia, ainda não se conhece uma cura para a pré-eclampsia, pelo que a sua 
deteção exige um acompanhamento rigoroso da paciente ou, em casos mais severos, a 
execução de um parto induzido (4). 
1.1.2. Doenças que afetam o feto 
1.1.2.1. Parto pré-termo 
De acordo com Hacker e Moore, classifica-se como “pré-termo” o parto que 
ocorre entre as 20 e as 37 semanas de gestação (11), tendo prevalência em 9,6% dos 
nascimentos (16). Por se destacar como uma das principais causas de morte dos recém-
nascidos (17), há um interesse acrescido na identificação das circunstâncias que possam 
estar na sua origem, tais como infeções, condições placentárias, condições 
imunológicas, condições uterinas ou de origem cervical (1,11). Existem 3 tipos 
etiológicos de parto pré-termo (11): (i) espontâneo (idiopático); (ii) devido à rutura das 
membranas fetais antes do aparecimento de contrações uterinas; (iii) por indução, 
devido a condições médicas (p.e: pré eclampsia). Desenvolvem esta patologia mais 
frequentemente as pacientes que tenham tido previamente partos prematuros, assim 
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como abortos prévios, e que apresentem estados nutricionais pobres, elevados níveis de 
stress e cuidados pré-natais reduzidos (11,17).  
O diagnóstico desta doença pode efectuar-se pela monitorização de contracções 
uterinas ou alterações cervicais (ex.: dilatação), ou, nos casos de ruptura de membranas, 
pelo vazamento de líquido amniótico (11). Em pacientes que não tenham sofrido ruptura 
das membranas, é possível restabelecer a normalidade através de hidratação adequada e 
descanso. Contudo, quando estas medidas não surtem efeito, procede-se a uma terapia 
tocolítica (11,18).  
Na ausência de resposta às medidas anteriormente referidas, deve proceder-se ao 
parto de modo a evitar a morte do bebé. Deve também iniciar-se uma terapia recorrendo 
a glucocorticóides de modo a prevenir infeções e auxiliar a maturação pulmonar do feto, 
reduzindo o risco de complicações respiratórias e de hemorragias intraventriculares após 
o nascimento (11,16). 
1.1.2.2. Malformações fetais 
De entre as patologias que afetam o feto, as malformações fetais são 
caracterizadas por alterações anatómicas que ocorrem durante o desenvolvimento fetal e 
podem afetar diferentes órgãos (19). Acontecem fundamentalmente no primeiro 
trimestre, período de maior diferenciação de tecidos, órgãos e sistemas (20). Esta 
patologia tem prevalência em 3 a 4% dos nascimentos (19). Tem origem em diversos 
fatores, que podem advir de anomalias cromossómicas e mutações génicas, fatores 
ambientais (p.e: drogas e vírus) ou mesmo da interação destas duas (1,5,21). 
Durante a embriogénese, o ambiente metabólico influencia de sobremaneira o 
processo de organogénese (22). A composição do metaboloma por seu lado é 
dependente do estado de saúde materno, nutrição, integridade e funcionalidade da 
placenta e fatores genéticos. Estes fatores genéticos tanto podem ser aqueles que afetam 
a mãe, como o feto. Deste modo, diferentes tipos de malformações podem ter origem 
em variações de concentração de determinados metabolitos como a creatinina, glucose e 
lactato (22). O diagnóstico de malformações fetais pode ser efetuado por intermédio de 
ultrassons durante o primeiro e segundo trimestres, contudo apesar de auxiliar tanto na 
deteção de anomalias como na dedução da idade e fisiologia fetais é um método de 
pouca sensibilidade (23). Existem, no entanto, outros métodos que permitem o 
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diagnóstico precoce destas malformações, nomeadamente a amniocentese e Imagiologia 
de Ressonância Magnética, através da qual é possível observar deformações mais 
complexas de sistemas como o sistema nervoso central (20). 
Quando existe, o tratamento desta situação patológica, varia consoante o grau de 
severidade. Existem casos que são facilmente tratáveis com cirurgia, mas existem outros 
casos que as malformações são mais graves, que chegam a ser incompatíveis com o 
sucesso da gravidez (11). 
1.1.2.3. Desordens Cromossómicas 
As desordens cromossómicas caracterizam-se como a ocorrência de um número 
atípico de cromossomas ou uma alteração estrutural de um ou mais cromossomas que 
constituem o cariótipo (11). Cerca de 0,5% dos nascimentos têm a ocorrência de um 
bebé com anomalias cromossómicas (24), podendo estas advir de erros causados pela 
divisão celular ou por fatores externos tais como servem de exemplo a exposição a 
radiação, substâncias químicas e agentes infeciosos (24). As alterações provocadas por 
estas anomalias podem ser classificadas de severas ou ténues consoante a gravidade da 
patologia (11). Mulheres com uma idade superior a 34 anos apresentam um risco 
acrescido de darem à luz um bebé com anomalias cromossómicas (24), sendo deste 
modo recomendado o despiste para mulheres com idade superior à referida. 
Em condições normais, o cariótipo humano é formado por 46 cromossomas (23 
pares de cromossomas), e alterações a esse número de cromossomas ou alteração na sua 
estrutura pode desencadear três grandes tipos de desordens cromossómicas: (i) 
numéricas; (ii) estruturais e (iii) mosaicismo (24). Dependendo do tipo, estas desordens 
podem manifestar-se sob pequenas alterações fenotípicas a demonstrações mais severas 
envolvendo limitações cognitivas e físicas (24).  
Alterações do número normal de cromossomas designam-se por aneuploidias, as 
quais podem ocorrer quer nos autossomas, quer nos cromossomas sexuais (1,11). Um 
aumento, ou diminuição, deste número gera situações patológicas denominadas de 
polissomias (acréscimo do número normal de cromossomas), trissomias (presença de 
três cromossomas homólogos) e monossomias (ausência de um cromossoma homólogo) 
(11,24). As anomalias numéricas são das desordens cromossómicas mais comuns, 
incluindo neste grupo trissomias autossómicas como o Síndrome de Down (Trissomia 
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21) e Síndrome de Edwards (Trissomia 18), assim como aneuploidias de cromossomas 
sexuais como o Síndrome de Turner e Kleinfelter (24,25).  
As anomalias estruturais podem resultar de mudanças em porções de material 
genético, levando a rearranjos e/ou ganho ou perca de alelos (25). A sua patogenicidade 
depende das porções de genes afetados, que podem ir desde deleções (remoção de uma 
porção de um cromossoma), duplicações (existência de duas cópias de uma dada região 
cromossómica), translocações (transferência de segmentos entre cromossomas não 
homólogos), inversões (inversão de segmentos do cromossoma) e inserções (adição de 
material cromossómico noutro cromossoma) de porções cromossómicas (1,4). Estas 
ocorrências poderão estar na origem de alterações de processos e condições biológicas 
havendo uma predisposição para distúrbio no metabolismo; um exemplo desta situação 
é a Trissomia 21 (23,26). 
As desordens cromossómicas podem ainda surgir de uma falha nalguma das 
primeiras divisões do zigoto (meiose), existindo uma formação de uma linha celular 
normal e outra com um cromossoma extra; a este fenómeno dá-se o nome de 
mosaicismo (25). O resultado clínico dependerá do momento do desenvolvimento 
embrionário em que a falha ocorra, ou seja a proporção das células anormais nos vários 
tecidos e seu respetivo cariótipo. Por norma, a presença de células normais atenua o 
efeito das ditas anormais (25). 
A monitorização de alterações cromossómicas consiste num rastreio bioquímico 
de vários parâmetros bioquímicos, quer no primeiro, quer no segundo trimestres, e por 
ecografia. No primeiro trimestre, a monitorização pode ser efetuada entre as 10 e as 14 
semanas combinando a ecografia que mede a translucência da nuca do feto, com a 
medição da Hormona Gonodotrófica Coriónica (β-hCG) e a proteína plasmática A 
associada à gravidez (PAPP-A) (27). A monitorização do primeiro trimestre tem vindo a 
ser associada a sensibilidades de 89% para a trissomia 21 e 90% para outras anomalias 
cromossómicas (27) e uma taxa de falsos positivos de 3,2% a 5,6% (28). Por sua vez, no 
segundo trimestre, por norma entre as 16 e as 18 semanas, a monitorização bioquímica 
inclui a medição no soro materno da α-fetoproteína, β-hCG livre e total e idade materna 
registando sensibilidades entre 65 a 70% para a trissomia 21 (24,27). Contudo o 
diagnóstico para as desordens cromossómicas incide no uso de procedimentos 
citogenéticos (25,29). De entre os procedimentos citogenéticos o mais usado no 
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diagnóstico pré-natal consiste na análise do cariótipo, que se baseia na observação dos 
cromossomas de linhas celulares fetais cultivadas durante a metáfase da divisão celular 
(25). Por norma estas células são colhidas de modo invasivo, através da amniocentese, 
no 2º trimestre (permite recolher líquido amniótico, de onde as células fetais são 
obtidas) ou pela biópsia das vilosidades coriónicas, no 1º Trimestre (25). Ambos os 
métodos têm um risco de aborto de 0,5 a 1% (29).  
É então necessário a procura de novas técnicas de diagnóstico menos invasivas 
que visem a deteção de marcadores metabólicos, que não só possibilitem um 
diagnóstico precoce destas desordens, nomeadamente a Trissomia 21 (objeto de estudo 
desta tese), como também minimizem o risco de aborto associado. Visando este último 
ponto, vários estudos surgem na procura de métodos específicos e mais sensíveis (30–
33).  
A Trissomia 21 é uma das desordens cromossómicas mais comuns, e é 
caracterizada pela presença de 3 cópias do cromossoma 21. É uma patologia que 
permite a sobrevivência do feto, verificando-se contudo características dimórficas 
típicas e um ligeiro atraso mental nos indivíduos. Há ainda uma maior suscetibilidade a 
várias patologias do sistema imunitário, cardíaco, gastrointestinal, entre outros 
(23,30,34,35). Verifica-se ainda uma redução do número de fosfolípidos, resultado de 
distúrbios do metabolismo oxidativo (36). Distúrbios desta natureza levam a um 
aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS), responsáveis por mutações do DNA, 
mudanças na estrutura e função de proteínas, e danos celulares (23,26). Em suma, 
alterações cromossómicas irão estar na origem de modificações na expressão génica e 
consequentes variações nos metabolitos. Estas alterações refletem-se nos vários 
sistemas biológicos, nomeadamente em termos sanguíneos, por ser o meio de transporte 
dos vários metabolitos corporais. 
1.2. Composição sanguínea e relação com a doença 
O sangue constitui cerca de 8% da massa corporal de um humano adulto; trata-se 
de um fluido responsável pelo transporte de gases, nutrientes e compostos para descartar 
(ex.: dióxido de carbono), assegurando um balanço da água (homeostasia), e 
desempenhando um papel crucial na defesa do corpo contra organismos patogénicos 
(37). É igualmente responsável pela manutenção da temperatura corporal, para além de 
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interagir com todos os tecidos, sendo uma característica que lhe permite dar informação 
sobre o estado bioquímico do corpo (38).  
Os componentes celulares podem ser separados em células e meio aquoso 
(plasma sanguíneo), pela centrifugação. Os elementos celulares consistem nos 
eritrócitos (glóbulos vermelhos), leucócitos (glóbulos brancos), e trombócitos 
(plaquetas). O plasma sanguíneo é constituído por água e outros solutos, nomeadamente 
iões (Na
+
, Ca
2+
 e Cl
-
), proteínas, nutrientes (ex.: glicose, aminoácidos e minerais), 
lipoproteínas, anticorpos, hormonas, metabolitos e produtos de excreção (ex.: ureia e 
creatinina) (5). As proteínas plasmáticas são responsáveis pelo transporte, hemóstase, 
regulação do balanço de água, e defesa imunitária. De entre as proteínas com maior 
importância distingue-se a albumina – proteína em maior concentração no plasma, 
responsável pelo transporte da bilirrubina não conjugada e hormonas, tal como pela 
manutenção da pressão osmótica (4). Por sua vez, as lipoproteínas têm como função o 
transporte de lípidos pela corrente sanguínea. Os nutrientes são obtidos pela absorção no 
trato digestivo, as hormonas são transportadas das glândulas endócrinas até aos 
tecidos/órgãos alvo, ou seja, cada um dos constituintes sanguíneos desempenham 
funções cruciais cujas alterações serão significativas de mudanças na homeostasia 
(5,38). A nível pré-natal a placenta apresenta um papel essencial, recebe nutrientes do 
sangue de ambos os sistemas materno e fetal e assim o sangue materno poder auxiliar na 
deteção de patologias do feto (39). 
 O sangue torna-se um meio de ligação entre a informação molecular do estado 
bioquímico do organismo e o estabelecimento de um diagnóstico para o paciente. As 
análises sanguíneas tornam-se parte integral do processo de diagnóstico de diversas 
patologias, nomeadamente as referidas neste trabalho. Contudo, apesar da sua aplicação 
regular, os parâmetros de análise sanguínea utilizados para o diagnóstico pré-natal são 
ainda pouco específicos sendo que, nalguns casos, podem gerar falsos positivos. De 
modo a colmatar esta falha, começam a surgir estudos metabolómicos, cujo objetivo 
consiste em traçar perfis metabólicos de amostras biológicas como o plasma, tentando 
perceber as mudanças sistémicas através do tempo nos sistemas biológicos (40). Este 
tipo de abordagem possui diversas vantagens, designadamente a investigação de 
variados metabolitos, em detrimento de um metabolito em particular, sendo que a 
informação obtida pode ser usada não só para o estabelecimento de um diagnóstico, 
como de um prognóstico e monitorização de tratamentos (41). Tal característica deve-se 
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ao facto de várias doenças terem já previamente sido associadas a desequilíbrios 
metabolómicos, como por exemplo diabetes (42).  
 De entre estes metabolitos podemos salientar os lípidos. Os lípidos podem ser 
definidos como pequenas moléculas hidrofóbas e anfipáticas (a cabeça é formada por 
um grupo fosfato, que é polar, e a cauda por cadeias de ácidos gordos que por sua vez 
são apolares) (43). Estes exercem diversas funções no organismo humano, tais como 
(44,45): (i) componente estrutural de membrana; (ii) sinalização lipídica – produção de 
2
os
 mensageiros através de reacções enzimáticas; (iii) fonte de energia celular. Os 
lípidos podem ser divididos em oito categorias: ácidos gordos, glicerolípidos, 
glicerofosfolípidos, esfingolípidos, policetidos, sacarolípidos, lípidos esteróis (ex.: 
colesterol e seus derivados) e lípidos prenois (43). De entre estas, podemos distinguir a 
classe de glicerofosfoslípidos; também designados de fosfolípidos pois constituem cerca 
de 60% dos lípidos totais na maioria das células dos mamíferos (46). Estes são os 
constituintes principais das membranas biológicas desempenhando funções no 
processamento de sinal e como percursores de outras moléculas biologicamente 
importantes (47), são também constituintes das lipoproteínas plasmáticas. Os lípidos 
pertencentes a esta classe podem ainda ser subdivididos em subclasses distintas 
consoante a natureza polar da cabeça na posição sn-3 do glicerol (Figura 1): 
glicerofosfatidilcolina (PC), glicerofosfatidiletanolamina , glicerofosfatidilinositol (PI), 
glicerofosfatidilserina (PS), glicerofosfatidilglicerol (PG), ácido fosfatídico (43,48,49).  
A 
B                                                                                                                                                   
 
 
Glicerofosfatidilcolina (PC) 
Glicerofosfatidiletanolamina (PE)  
Glicerofosfatidilglicerol (PG) 
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Figura1: Estruturas de glicerofosfolípidos mais abundantes em amostras 
biológicas. A – Estrutura de um fosfolípido, onde R1 e R2 correspondem a diferentes 
ácidos gordos, e X pode corresponder a colina, etanolamina, glicerol, inositol, serina ou 
hidrogénio. B – Estruturas dos diferentes grupos ligados ao grupo fosfato e respetivos 
nomes das subclasses (adaptado (46)). 
 Ao focarmo-nos nos lípidos, devido aos papéis de extrema importância que 
desempenham no organismo, enquanto metabolitos presentes no sangue, é de 
referenciar que estes são essenciais para um adequado crescimento e desenvolvimento 
fetal, possuindo uma diversidade estrutural e funcional considerável, participando numa 
complexidade de processos fisiológicos (ex.: sinalização de membrana, reserva de 
energia, ação endócrina) (50). Deste modo, qualquer perturbação no sistema biológico é 
expectável que perturbe igualmente a abundância e/ou composição de lípidos no 
organismo, especificamente no sangue (51). A abordagem metabolómica, mais 
especificamente lipidómica, tem fornecido uma caracterização útil destes constituintes, 
revelando-se específica, sensível e de deteção precoce face às variações associadas a 
diversas patologias (52).   
1.3. Metabolómica: Conceitos gerais 
A metabolómica pode ser definida como o estudo de todos os metabolitos, da 
sua dinâmica, composição, interação e a forma como respondem a alterações no 
ambiente envolvente (53), ou seja, procura fundamentalmente uma descrição analítica 
dos metabolitos numa dada amostra, baseada numa caracterização e quantificação de 
grande parte dos metabolitos aí presentes e as suas variações com alterações de vias 
bioquímicas e metabólicas (40,54–56). Os metabolitos podem ser usados como 
 
 
 
Glicerofosfatidilinositol (PI) 
Glicerofosfatidilserina (PS) 
Ácido fosfatídico (PA) 
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biomarcadores, e interessam a estudos metabolómicos que se caracterizam pela sua alta 
especificidade, sensibilidade, reprodutibilidade, exatidão e rapidez (57,58).  
A metabolómica recorre a técnicas como espectrometria de massa (MS) 
acoplada a Cromatografia Gasosa (GC) ou Cromatografia Líquida (LC) (GC-MS ou 
LC-MS) e espectroscopia de RMN (53,59), assim como técnicas bioinformáticas, tal 
como a análise multivariada. Estas técnicas são de alto rendimento, ou seja de elevada 
eficiência e reprodutibilidade; possuem a vantagem de analisar e gerar uma grande 
quantidade de dados (60,61).  
Esta área de investigação tem vindo a ser aplicada em diversas áreas de estudo, 
como é o caso da clínica, nomeadamente pré-natal, em casos clínicos como anomalias 
cromossómicas, diabetes mellitus gestacional, entre outros (31,42,62,63). As amostras 
biológicas que podem ser analisadas usando esta abordagem incluem sangue, urina, 
líquido amniótico, etc, de modo a recolher o máximo de informação e ser possível 
correlacioná-la entre si, para que seja viável a execução futura de um diagnóstico 
precoce da doença em estudo. 
O ramo da metabolómica que se dedica ao estudo do perfil de lípidos designa-se 
por lipidómica. 
1.3.1. Lipidómica 
A lipidómica, considerado como um subcampo da metabolómica, emerge como 
sendo um campo cujo objetivo é a identificação e quantificação de todos os lípidos do 
sistema biológico (64) e fatores que interajam com estes (44). Tem uma grande 
importância na área biológica devido ao avanço que proporciona em termos de pesquisa 
de lípidos, auxiliando em dois pontos essenciais (45): (i) interpretação das mudanças 
que se traduzam em distúrbios no metabolismo lipídico que podem levar a patologias; 
(ii) relacionamento dos diferentes lípidos e/ou vias metabólicas. 
Direcionando-a para o cariz deste trabalho, sabe-se que os lípidos têm 
dificuldade em atravessar a placenta, porém são cruciais ao desenvolvimento fetal. 
Assim sendo, se ocorrerem desregulações na sua disponibilidade ao feto, este será 
afetado (12). Duas das principais manifestações a constatar-se no soro materno no 
período da gravidez são: (i) acumulação de lípidos nos tecidos maternos; (ii) 
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desenvolvimento de hiperlipidemia na grávida, para uma maior biodisponibilidade 
lipídica para o feto. O perfil lipídico da grávida pode ser utilizado para deteção ou 
confirmação, de doenças associadas à gravidez. Por exemplo, os níveis de colesterol 
total, LDL e triglicerídeos elevados são coincidentes com um aumento de risco de parto 
pré-termo; um aumento dos níveis de glicerolípidos, glicerofosfolípidos e esfingolípidos 
pode estar igualmente associado ao aumento do risco de desenvolver esta patologia 
(36); a diminuição de algumas glicerofosfatidilcolinas insaturadas pode estar 
relacionada com trissomia 21 (33); os níveis de lisoglicerofosfolípidos estão associados 
ao estado glicémico das mulheres grávidas podendo ser indicadores de GDM (65); entre 
outros estudos analisados em mais detalhe no capítulo seguinte.  
A nível experimental, a lipidómica apresenta uma abordagem que se inicia com 
o isolamento das membranas morfologicamente distintas ou subfrações, requerendo a 
destruição da integridade dos órgãos, tecidos e constituintes celulares. De seguida, a 
execução de uma extração lipídica da matriz a analisar (Métodos Folch; Bligh and Dyer; 
MTBE; Hexano/isopropanol; SPE), seguida de uma separação dos lípidos por norma 
por um processo de cromatografia, a ser explorado em mais detalhadamente no capítulo 
seguinte. A análise é tradicionalmente realizada por espectrometria de massa; esta 
efetuada em tandem (MS/MS) permite uma caracterização estrutural dos lípidos e 
determinação de espécies presentes nas misturas complexas. Posteriormente é realizada 
uma análise dos dados por análise multivariada e/ou univariada (Figura 2)(66). 
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Figura 2: Diagrama de fluxo da abordagem lipidómica efetuada neste trabalho 
(adaptado de (44,66)  
Amostra a analisar 
Extracção lipídica 
Separação lipídica 
por LC 
ESI-MS 
Perfil lipídico 
Análise univariada 
Identificação de 
potencias marcadores 
Interpretação 
biológica 
Possível uso na 
Clínica 
MALDI-MS ESI-QTOF-MS 
Universidade de Aveiro – Departamento de Química 
14 
 
1.3.2. Espectrometria de massa (MS): Princípios 
A espectrometria de massa (MS) consiste na determinação da massa de átomos e 
moléculas, após ionização e segundo John B. Fenn, prémio Nobel da Química de 2002, 
a espectrometria de massa é “a arte de medir átomos e moléculas para determinar a sua 
massa. Essa informação é por vezes suficiente, e sempre útil na determinação da 
identidade de espécies. Na análise por MS tem que se ionizar as moléculas de interesse” 
É uma técnica que permite detetar compostos de concentrações reduzidas em misturas 
complexas, permitindo a sua deteção, quantificação e respetivas estruturas(67). A 
espectrometria de massa combina sensibilidade, especificidade, seletividade e rapidez 
tornando-a numa ferramenta ideal na análise de lípidos. Um espectrómetro de massa 
sucintamente consiste numa câmara de ionização/ fonte de iões, um ou mais 
analisadores e um detetor (Figura 3)(68). Após a introdução da amostra, ocorre uma 
ionização e os iões gerados são acelerados num campo elétrico sob vácuo, permitindo a 
sua separação consoante a sua razão massa-carga (m/z) (69).  
Figura 3: Representação esquemática de um espectrómetro de massa (adaptado 
(70)) 
Para efetuar uma análise de espectrometria de massa, o analito deve ser 
convertido numa fase gasosa/liquida iónica, pois deste modo é mais fácil a manipulação 
experimental do seu movimento e detetar um ião do que a espécies neutras (70). O 
analisador por sua vez separa os iões de acordo com a sua razão massa-carga (m/z). O 
detetor encontra-se ligado a um computador o que permite integrar a informação 
recebida, convertendo-a num espectro de massa que apresenta no eixo das abcissas os 
valores de m/z do ião e das ordenadas, a abundância relativa desses mesmos iões; a 
intensidade de um sinal está relacionada com o número de iões detetados (68). De modo 
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a que os iões se movimentem livremente sem que ocorram colisões ou interações entre 
outras espécies, cada um destes passos ocorre sob vácuo (69,70), ou seja pressão menor 
que a atmosfera (10
-5
-10
-7
 Torr) (68).  
A ionização pode ser efetuada por várias técnicas; cronologicamente é possível 
salientar algumas das mais conhecidas, sendo elas (55,67,69,71): (i) Ionização Química 
(CI); (ii) Ionização Química à pressão atmosférica (APCI); (iii) Fast Atom/Ion 
Bombardment (FAB); (iv) Desadsorção por laser assistida por matriz (MALDI); (v) 
Electrospray (ESI), estando este trabalho focado nas últimas duas formas de ionização. 
Por sua vez a análise de iões pode ser realizada por diversos analisadores, sendo eles 
(44,55,64,67,69,72): (i) quadrupolos; (ii) Ion trap; (iii) Tempo de voo (TOF); (iv) 
Fourier Transform (FT); (v) entre outros.  
A espectrometria de massa apresenta um elevado número de vantagens sob 
outras técnicas analíticas incluindo a sua sensibilidade, capacidades de identificação 
química e, permitir o acoplamento à cromatografia, nomeadamente à cromatografia em 
fase gasosa (GC), cromatografia líquida de alta performance (HPLC), proporcionando a 
deteção de centenas, ou mais, de metabolitos numa dada amostra (69). Ou seja, a MS 
permite a identificação e quantificação de espécies, com elevada sensibilidade (68,69), o 
que comparativamente a RMN não acontece.  
Neste estudo, LC-MS, ESI-MS e MALDI-MS foram as técnicas utilizadas, em 
detrimento do RMN, devido ao lugar de eleição que têm vindo a adquirir pelas 
vantagens apresentadas previamente. Para além da sensibilidade e especificidade 
inerentes à espectrometria de massa, a LC-MS e MALDI-MS permite a deteção de 
lípidos, tornando-se deste modo técnicas de eleição. Porém, podem ser afetadas por 
elevados níveis de ruído, turnos de retenção e elevadas variações de intensidade de sinal 
(73). Comparativamente, a espectroscopia de RMN necessita de uma menor preparação 
da amostra. Todavia, apresenta custos mais elevados, menor sensibilidade e não 
identifica espécies moleculares (67). 
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1.3.2.1. Espectrometria de massa de desadsorção por laser assistida 
por matriz (MALDI-MS) 
MALDI-MS consiste numa técnica de ionização suave que tem sido usada, na 
identificação de lípidos (74). Os extratos lipídicos de amostras biológicas são, por 
norma, sistemas complexos, onde as interferências e discriminação de diferentes 
moléculas dificultam a tarefa de análise, tornando a escolha da matriz um assunto muito 
importante para o sucesso da análise (68,74). Existem diversas matrizes, todavia a 
utilizada neste trabalho, e mais recorrente nos estudos lipidómicos, é a ácido 2,5-
dihidroxibenzóico (DHB). A utilização de MALDI-MS possui vantagens diversas, 
nomeadamente a possibilidade de ser executada em secções de tecidos intactas, 
fornecendo informação sobre a localização espacial das várias espécies lipídicas (75) 
(técnica denominada de MALDI imaging), é sensível, seletiva, rápida e apresenta uma 
preparação da amostra mais célere (75–77). Contudo é mais suscetível a erros e 
interferências exteriores, tais como o modo de cristalização da matriz e volatilidade dos 
solventes (78). 
MALDI-MS é baseada na utilização de uma matriz que absorve a energia do 
laser, e posterior formação de iões (68). Quando o feixe do laser atinge a amostra 
(normalmente uma mistura entre co-cristais de matriz e analito), a sua energia é 
absorvida maioritariamente pela matriz, que se encontra a uma maior concentração que 
o analito. Consequentemente a matriz é vaporizada, carregando moléculas de analito 
intactas, na sua fase gasosa (79). Durante a formação da nuvem de gás, iões (p.e.: H+ e 
Na+) são trocados entre a matriz e o analito, levando à formação de moléculas de 
analito carregadas; a estes iões dá-se o nome de aductos. Podem gerar-se catiões ou 
aniões, consoante a adição ou subtração de H+ ou Na+ ao analito (80). Em suma, um 
pulso de radiação eletromagnética emitido por um laser incide numa amostra, durante 
um intervalo de tempo muito curto, de modo a evitar a decomposição térmica, gerando a 
desadorção de espécies neutras de iões, na zona gasosa. Após a sua formação, os iões 
são acelerados num campo elétrico; passam uma grelha carregada, vagueando depois 
pelo espaço livre onde se desenrola a separação consoante a massa: iões de massa mais 
baixa chegam ao detetor mais rapidamente comparativamente aos de massas maiores 
(81) (Figura 4).  
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 Figura 4: Representação esquemática do método de ionização de MALDI-MS 
 A capacidade de um laser conseguir ionizar uma substância depende do espectro 
de absorção desta e da intensidade e comprimento de onda da radiação laser (68). 
1.3.2.2. Cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa 
(LC-MS) 
O acoplamento da cromatografia líquida à espectrometria de massa é parte 
integral na análise quantitativa do metaboloma e lipidoma em termos laboratoriais (82). 
As análises baseadas em LC-MS possuem diversas vantagens, tais como: identificação 
mais específica, diminuição do efeito de supressão de iões, maior sensibilidade, 
separação mais eficaz e rapidez (51). A avaliação das suas vantagens e desvantagens de 
LC-MS são apresentadas na Tabela 1. 
Tabela 1: Análise das vantagens e desvantagens de LC-MS no diagnóstico 
clínico (adaptado de (83)) 
Vantagens Desvantagens 
Elevada sensibilidade, especificidade e 
velocidade 
Equipamento de custo elevado 
Possibilidade de medir múltiplos analitos da 
mesma amostra simultaneamente 
Necessidade de um técnico especializado 
Versatilidade 
Requerimentos da preparação das 
amostras mais demorados e trabalhosos 
Independente da matriz aplicada (ex.: 
saliva, urina, etc) 
Baixo custo por amostra em termos de 
reagentes 
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 A análise por LC fornece uma separação como resultado do equilíbrio dos 
metabolitos entre a fase móvel e a fase sólida (ou líquida) estacionária. A fase móvel 
atravessa a coluna de LC (a taxas de fluxo de 0.1-2.0 mL/min) acondicionada com 
partículas nas quais a fase estacionária está presente (69). O seu poder de resolução e 
largura do pico são dependentes das dimensões da coluna, da fase estacionária, da taxa 
de fluxo da fase móvel e da temperatura (69). O acoplamento do LC à espectrometria de 
massa (LC-MS) reduz algumas limitações associadas à infusão direta de MS, tais como 
a deteção de isóbaras (moléculas com a mesma massa nominal, contudo as suas massas 
exatas diferem.(84)) e isómeros, ou fenómenos de supressão causados pela competição 
das moléculas durante a ionização (51). O uso do LC permite ainda separar ou 
concentrar diferentes classes de compostos de acordo com as suas propriedades físico-
químicas (51). Várias configurações de LC têm vindo a ser descritas para a análise de 
misturas complexas de metabolitos por LC-MS (ex.: lípidos) sendo as mais importantes 
(51): (i) LC de fase reversa (RPLC); (ii) LC de fase normal (NPLC); (iii) cromatografia 
com interação hidrofílica (HILIC). A primeira aplica um sistema de solventes que se 
inicia com uma elevada quantidade de água e o ambiente de eluição aumenta o solvente 
orgânico (metanol ou acetonitrilo) de modo a garantir a separação cromatográfica 
(69,72). Por sua vez a NPLC cuja técnica usa colunas com uma fase estacionária polar 
combinada com uma fase móvel não polar ou moderamente polar (85). A separação por 
HILIC foi a utilizada no decorrer deste trabalho; uma coluna HILIC – Hydrophilic-
Interaction Chromatography consiste numa coluna de cromatografia com interação 
hidrofílica. À fase estacionária é aplicada um eluente contendo água, tampão e um 
solvente orgânico miscível em água. Pelas suas características, a retenção funcionará de 
forma proporcional à polaridade do soluto, e de modo inverso à polaridade da fase 
móvel (86) (Figura 5).  
 
 
 
 
Figura 5: Esquema demonstrativo da interação entre fase móvel e estacionária 
numa separação por HILIC (adaptado de (86)). 
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O uso de uma das colunas de HILIC apresenta vantagens nomeadamente a sua 
capacidade de analisar compostos em sistemas complexos (87). Amostras polares 
demonstram uma boa solubilidade numa fase aquosa de meio aquoso usado em HILIC, 
o que supera os inconvenientes da baixa solubilidade por vezes encontrada na NPLC. 
Não são necessários reagentes dispendiosos, e pode ser convenientemente acoplada à 
espectrometria de massa, especialmente com uma ionização ESI (electrospray) (87). 
Uma vez separadas em LC, as moléculas passam para a fonte de ionização onde 
são ionizadas e os iões formados são seguidamente separados por um analisador de 
massa (72). A fonte de ionização utilizada no presente trabalho foi a fonte de ionização 
por ESI. Este método de ionização é considera como de suave ionização, no caso de 
analise de lípidos, pois não ocorre fragmentação da molécula original aquando da 
ionização (71). Geralmente observa-se no espectro de massa o ião monocarregado, por 
exemplo o [M+H]
+
, correspondente à molécula intacta o que permite a identificação do 
seu peso molecular. No caso de compostos de peso molecular elevado, como por 
exemplo as proteínas, observam-se iões multicarregados, que com números números 
elevados de carga, terão uma razão massa-carga reduzida, o que vai possibilitar a 
análise de compostos de elevada massa molecular (68). As amostras são introduzidas 
em solução, ou seja num solvente volátil, que irá permitir a formação de um aerossol 
aquando da ionização, permitindo a formação de gotas carregadas (68). De seguida, o 
solvente será evaporado, reduzindo-se, consecutivamente, o tamanho da gota até 
produção de iões em fase gasosa (68). Tal deve-se ao facto de a diminuição do raio das 
gotas se traduzir num aumento das repulsões electroestáticas das cargas à superfície até 
que se atinja o limite da sua estabilidade, e consequentemente se originem gotas mais 
pequenas (64) (Figura 6). Os iões que se formam por electrospray podem ser iões 
[M+X]
+
 ou [M-X]
-
, onde o X pode corresponder a um elemento como o hidrogénio, 
sódio, potássio entre outros aductos. Porém, esta técnica permite igualmente a obtenção 
de iões de carga múltipla, quando as amostras utilizadas possuem mais que um centro 
básico, como é o caso de compostos como as proteínas (característica referida 
anteriormente) (80). 
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Figura 6: Representação esquemática da técnica de ionização de electrospray 
LC-MS resume-se deste modo como sendo um método analítico para 
identificação, quantificação e análise de massa das amostras (50). A sua associação com 
ESI permite a obtenção de iões carregados negativamente ou positivamente; deste modo 
é possível correr as amostras no modo positivo ou negativo (88). Os iões formam-se 
consoante as características químicas das moléculas (67,89). Espectros de massa obtidos 
com um método de ionização suave não apresentam fragmentação o que resulta na 
determinação das massas moleculares dos constituintes das amostras (51). Para a 
obtenção da informação estrutural molecular é necessário efetuar a fragmentação dos 
iões desejados, induzindo a dissociação destes na fonte; a esta técnica damos o nome de 
MS/MS ou espectrometria tandem (90,91). Assim sendo, para confirmar a estrutura da 
molécula em questão, estuda-se o MS/MS. Cada uma das espécies das classes lipídicas 
referidas possui fragmentações características das classes e perda de ácidos gordos que 
auxiliam na sua identificação a quando do MS/MS. Estas fragmentações ocorrem por 
quebras de ligações que podem resultar na perda do grupo polar presente na posição sn-
3 do glicerol e seus ácidos gordos (90). Estas fragmentações serão demonstradas 
posteriormente nesta tese. 
 A análise por LC-MS não requer grandes quantidades de amostra, o que permite 
evitar a agregação lipídica (processo que depende das propriedades de cada espécie 
molecular). É possível efetuar uma quantificação das espécies moleculares individuais 
de cada classe lipídica pela medição da área do pico no espectro de massa (90). 
1.3.3. Espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) 
A espectroscopia de RMN tem vindo a ser usada em diversos estudos 
metabolómicos, apresentando-se como um método de análise rápido, direto, 
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quantitativo e não destrutivo de amostras (44,45,69). Permite reanálise de uma mesma 
amostra (54), e o espectro resultante fornece informações estruturais, assim como 
permite identificar vários constituintes na amostra de modo quantitativo e 
qualitativo(69). Contudo, não foi uma técnica usada no decorrer deste trabalho pelo que 
será explicada de modo conciso. 
A técnica de RMN, ao basear-se na absorção de energia na zona de radio 
frequência por parte dos núcleos de alguns átomos, permite, através do estudo das 
transições dos spins nucleares dos átomos entre os vários níveis energéticos, quando 
submetidos a um campo magnético externo, inferir sobre o que ocorre in vivo(54). Um 
campo magnético irá provocar um desdobramento dos níveis de energia do spin nuclear, 
e com este desdobramento é possível fazer passar os spins para o estado excitado com 
um pulso de radio frequência (rf). As frequências e intensidades observadas no espectro 
de RMN dependerão da estrutura molecular. Esta absorção de energia por parte dos 
núcleos permite-lhes atingir um estado energético superior, que desencadeia o processo 
de ressonância (67). Ao regressarem ao seu estado fundamental, irão emitir um pulso de 
energia, cuja frequência dependerá do ambiente químico. O regresso ao seu estado 
fundamental é denominado de relaxação e possui um papel crucial em RMN, pois é 
deste processo que depende a intensidade e altura dos sinais. A ressonância e relaxação 
são fenómenos interdependentes. Assim, a ressonância irá depender do tempo que os 
núcleos necessitam para retornar ao estado de menor energia de spin nuclear, e este 
depende do tempo de relaxação. Ou seja, tempos de relaxação muito grandes são 
equivalentes a sinais pouco intensos já que é necessário um tempo longo para que 
ocorra ressonância(92). 
1.3.4. Análise dos dados 
1.3.4.1. Pré-processamento dos dados 
Um pré-processamento dos dados deve ser tido em conta e efetuado recorrendo a 
vários métodos (51): (i) filtração; (ii) alinhamento; (iii) normalização; (iv) deteção do 
par m/z e R/T (feature detection). A filtração consiste essencialmente na remoção do 
ruído e baseline, ou seja, é o corte de determinadas zonas do espectro. O alinhamento 
dos dados é utilizado para corrigir as diferenças dos tempos de retenção entre corridas e 
combinar dados. Por sua vez, a normalização consiste fundamentalmente na remoção de 
fatores que estejam relacionados com valores atípicos nas intensidades dos iões entre 
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medições. Por último, a deteção do par m/z – R/T irá identificar todos os sinais 
causados pelos iões e evitar os falsos positivos (51,61,93).  
Os dados de LC-MS podem sofrer pequenas mudanças relativamente aos dados 
de tempos de retenção devido à interação entre variáveis dos analitos com a fase 
estacionária da coluna cromatográfica. Deste modo, é necessário um alinhamento dos 
picos. É frequentemente necessária a normalização destes dados, geralmente pela área 
total do espectro, devido às variações internas de cada amostra que podem gerar valores 
atípicos (51). A aplicação da normalização pela área total pode ter vantagens 
relativamente à normalização pelo padrão interno (forma de normalização, que tal como 
a área total do espectro, é comumente utilizada), pois esta última assume que todo o 
metabolito numa amostra é sujeito à mesma quantidade de variação indesejada, sendo 
medida por um padrão interno, podendo por vezes ser inadequada (94,95). Pela 
execução de um pré-processamento, obtém-se uma matriz de dados bidimensionais a 
partir de dados tridimensionais, possibilitando uma posterior análise dos resultados e 
respetiva interpretação (60). 
1.3.4.2. Análise Multivariada e Univariada dos dados 
A análise multivariada não foi aplicada no decorrer deste trabalho, pelo que a 
sua abordagem será resumida. 
São utilizados vários métodos de análise multivariada em metabolómica, 
podendo conferir análises discriminantes, como é o caso do PLS (Partial Least-Squares, 
traduzindo-se Mínimos Quadrados Parciais) ou PCA (Principal Component Analysis, 
traduzindo-se por Análise de Componentes Principais). Os métodos de análise 
multivariada apresentam uma classificação categórica em “supervisionados” e “não 
supervisionados”. Tal divisão permite interpretar os resultados espectrais complexos 
obtidos nas medições experimentais (54). Os métodos “não supervisionados” reduzem a 
complexidade dos dados e produzem plots que permitem a sua interpretação. É exemplo 
destes métodos o PCA (Figura 9) (61,93).  
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 Figura 7: Interpretação geométrica do PCA (adaptado de (60)) 
Este método confere uma representação simplificada da informação que o 
espectro fornece. Usado essencialmente para uma estruturação dos dados (60,96) e 
investigar a tendência ao clustering (96). 
Em contrapartida, os métodos “supervisionados” usam a informação de classes 
auxiliando na pesquisa de diferenças entre elas (60,73). Como exemplo destes métodos 
temos o PLS-DA (Partial Least Squares – Discriminant Analysis – Mínimos Quadrados 
Parciais – Análise Discriminante) e OPLS-DA (Orthogonal Partial Least Squares – 
Discriminant Analysis – Análise Discriminativa Ortogonal de Mínimos Quadrados 
Parciais) (Figura 10) (60,96). 
 
 
 
 
 
 Figura 8: Ilustração geométrica das diferenças entre PLS-DA e OPLS-DA (60) 
 O primeiro método é utilizado de modo a aumentar a separação entre os grupos 
observados (73); pela presença de duas matrizes, X e Y, pretende-se que se modele a 
relação entre elas. Esta característica diferencia o método de PCA do PLS-DA. O 
método PLS-DA é muitas vezes utilizado após a utilização do PCA. A matriz X 
geralmente compreende os dados espectrais/cromatográficos das amostras, em oposição 
à matriz Y que contém os valores quantitativos (60,93,96). O segundo método, OPLS-
DA, trata-se de uma modificação do PLS, cujo objetivo é separar as variações na matriz 
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X em duas partes, uma que se encontra relacionada com Y de forma linear e uma que 
não apresente esta relação. Esta partição irá facilitar na interpretação (96). 
 Por sua vez, a análise univariada permite uma avaliação da associação entre a 
exposição e o resultado de uma única variável (1), ou seja, permite apresentar uma 
característica ou tendência dos dados de uma variável. 
 Existe uma vasta gama de testes estatísticos univariáveis, de entre eles podemos 
distinguir o Teste de t-Student e o Teste de Wilcoxon, respetivamente teste paramétricos 
e não-paramétrico, que são escolhidos e usados consoante o design do estudo e o tipo de 
distribuição dos dados (97). O tipo de distribuição da população (normal ou não normal) 
irá influenciar o tipo de teste a utilizar.  
Estes testes demonstram a significância estatística dos dados (p.e. valor p <0.05) 
revelando a probabilidade de excluir a hipótese nula (p.e.: Não existe relação entre 
fenómenos) com determinada percentagem de certeza (p.e.: 95% para um valor de p 
<0.05). 
É de notar que a análise a abordagem clássica para determinar o tamanho 
mínimo da amostra para uma determinada variável, ou seja para um determinado 
metabolito, requer a estimativa das médias e desvios padrão de uma população assim 
como os effect sizes. Os effect sizes podem ser cruamente definidos como uma 
expressão estatística da magnitude da diferença entre grupos (98). Por sua vez, o desvio 
padrão é a raiz quadrada da variância (diferença quadrática média entre valores 
observado e a média). Podemos ainda salientar o valor de p como a probabilidade de 
incorretamente rejeitar a hipótese nula. 
1.4. Metabolómica aplicada às doenças pré-natais 
Vários estudos metabolómicos e lipidómicos surgem numa procura de 
biomarcadores patológicos pré-natais que auxiliem no diagnóstico precoce e sejam 
característicos de doença, sendo importante distinguir o que é patológico do que se trata 
de alterações características da gravidez (6,21,99). Um estudo por Luan et al. (100) que 
visou estudar os efeitos da gravidez no perfil de metabolitos do plasma materno, pela 
utilização da técnica de HPLC-MS, durante os 3 trimestres da gravidez, constatou que 
há uma clara separação entre as concentrações de metabolitos nos vários trimestres, 
demonstrando que a gravidez é um processo dinâmico onde há modificações em 
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diversos compostos, designadamente nos aminoácidos e fosfolípidos, daí a importância 
de distinguir as patologias da dinâmica da gravidez. 
1.4.1. Diabetes Mellitus Gestacional 
A diabetes mellitus gestacional, previamente definida como diabetes que 
ocorrem durante a gravidez, é uma patologia onde vários estudos metabolómicos têm 
incidido. A Tabela 2 apresenta estudos metabolómicos para esta patologia, ditando-se 
uma separação por biofluído e modo cronológico, assim como objetivos, técnicas 
usadas e amostras. 
Tabela 2: Estudos metabólicos, e respetivas observações, para a Diabetes 
Mellitus Gestacional (RMN – Ressonância magnética nuclear; LC-MS – Espectrometria de massa 
acoplada à cromatografia líquida; GC-MS – Espectrometria de massa acoplada à cromatografia de gás; 
CE-MS – Espectrometria de massa acoplada à eletroforese capilar; UPLC-MS – Espectrometria de massa 
acoplada a cromatografia líquida de alta performance; HPLC-MS – Espectrometria de massa acoplada a 
cromatografia líquida de alto desempenho; H-RMN – Espectroscopia de ressonância magnética nuclear 
de protões) 
Estudos Objetivos Amostras Biofluído Métodos 
2011(101) 
Caracterizar as mudanças 
metabólicas subjacentes às 
desordens pré-natais e identificar 
possíveis biomarcadores 
Controlos-
n=20 
GDM-n=14 
Plasma RMN 
2014 (65) 
Determinar uma “impressão 
digital metabólica” usando LC-
QTOF/MS, GC-Q/MS e CE-
TOF/MS 
Controlos-
n=20 
GDM-n=20 
Plasma 
LC-QTOF/MS, 
GC-Q/MS e CE-
TOF/MS 
2015(102) 
Identificar diferenças nos 
metabolitos de controlos para 
casos de RMN através da análise 
multivariada de espectros de H 
RMN 
 Plasma 
H RMN 
 
2010(103) 
Investigar a relação entre os 
ácidos gordos maternos 
circulantes e a ingestão de ácidos 
gordos por mulheres com GDM 
Controlos-
n=98 
GDM-n=49 
Soro 
Ensaios 
enzimáticos, 
Método de Folch 
modificado e GC-
MS 
2014(42) 
Investigar a relação entre o perfil 
metabólico sérico no início da 
gestação e subsequente 
desenvolvimento de diabetes 
mellitus gestacional 
Controlos-
n=26 
GDM-n=22 
Soro GC-MS 
2015(104) 
Investigar metabolitos séricos 
maternos e subsequente risco de 
GDM 
Controlos-
n=180 
GDM-n=178 
Soro GC-MS 
2007(105) 
Perceber se o P-IPG pode ser um 
marcador para GDM 
Controlos-
n=23 
GDM-n=48 
Urina Espectrofometria 
2011(101) 
Caracterizar as mudanças 
metabólicas subjacentes às 
desordens pré-natais e identificar 
possíveis biomarcadores 
Controlos-
n=25 
GDM-n=29 
Urina RMN 
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2012(106) 
Identificar novos marcadores 
para a GDM no perfil bioquímico 
da urina materna através de RMN 
Controlos-
n= 716 
GDM-n=107 
Urina H RMN 
2012(107) 
Investigar possíveis efeitos 
metabólicos da GDM na urina 
materna, 2º Trimestre, por 
UPLC-MS, e correlacionar com 
dados prévios de RMN 
Controlos-
n=21 
GDM-n=20 
Urina UPLC-MS 
2014(65) 
Determinar uma “impressão 
digital metabólica” usando LC-
QTOF/MS, GC-Q/MS e CE-
TOF/MS 
Controlos-
n=20 
GDM-n=20 
Urina 
LC-QTOF/MS, 
GC-Q/MS e CE-
TOF/MS 
2010(20) 
Investigar marcadores 
metabólicos de GDM, no líquido 
amniótico, no 2º trimestre, por 
RMN 
Controlos-
n=82 
GDM-n=27 
Líquido 
amniótico 
RMN 
2012(107) 
Investigar possíveis efeitos 
metabólicos da GDM no líquido 
amniótico, 2º Trimestre, por 
UPLC-MS, e correlacionar com 
dados prévios de RMN 
Controlos-
n=26 
GDM-n=23 
Líquido 
amniótico 
UPLC-MS 
 
 De acordo com a análise da tabela denotamos que o objetivo comum aos 
diversos estudos recai sobre a investigação de possíveis marcadores da patologia, ainda 
que empregando métodos ou biofluídos diferentes. De forma sucinta cada estudo é 
discutido de seguida: 
Diaz et al. (101), com o objetivo de caracterizar as mudanças metabólicas 
subjacentes às desordens pré-natais e identificar possíveis biomarcadores, procedeu à 
análise quer de plasma, quer de urina, observando que na urina de mulheres com GDM 
há um aumento dos níveis 3-hidroxisolvalerato e 2-hidroxisobutirato, provavelmente 
devido às alterações no estado da biotina (no plasma) e aminoácidos e/ou metabolismo 
intestinal. Outras alterações urinárias sugerem que mudanças na colina e nucleótido 
metabólicos são encontrados nesta patologia, sempre que há uma diminuição de biotina 
plasmática. 
Por sua vez, Dudzik et al. (65), procurando determinar uma “impressão digital 
metabólica” usando LC-QTOF/MS, GC-Q/MS e CE-TOF/MS, no plasma e na urina, 
chegaram à conclusão que lisoglicerofosfolipidos têm uma associação ao estado 
glicémico das mulheres, sendo LPE (20:1),(20:2), LPC (18:2), (20:4), (20:5), LPI 
(18:2), (20:4), LPS (20:0) e LPA (18:2) os metabolitos com maior poder de 
discriminação, assim como ácidos gordos polinsaturados de cadeia longa e ácidos 
biliares conjugados com a taurina. Estes compostos estão relacionados com baixos 
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níveis inflamatórios e alterações do balanço redox, podendo advir daí a sua relação com 
a GDM. Pinto et al. (102) pretendiam identificar diferenças nos metabolitos de 
controlos para casos de RMN através da análise multivariada de espectros de H RMN, 
mostrando que há um aumento do colesterol e um aumento menor de lipoproteínas 
plasmáticas, ácidos gordos e triglicéridos. Pequenas alterações em metabolitos como 
glucose, aminoácidos, betaína, ureia, creatina e metabolitos associados à flora intestinal 
foram igualmente observados. Os autores admitem uma necessidade de uma coorte 
maior e etnias distintas. Em contrapartida, Chen et al (103) proponham-se a investigar a 
relação entre os ácidos gordos maternos circulantes e a ingestão de ácidos gordos por 
mulheres com GDM, pelo uso do GC-MS, verificando um aumento gradual destes 
durante o 3º Trimestre. Observou-se no entanto um aumento dos ácidos gordos 
saturados nos casos de GDM, o que não vai de encontro ao observado por Dudzik et al. 
Seymour et al (42) investigaram a relação entre o perfil metabólico sérico no 
início da gestação e subsequente desenvolvimento de diabetes mellitus gestacional, 
através de GC-MS, mostrando que o ácido itaconico é mais abundante nos casos de 
grávidas com GDM. Pode-se tratar de um marcador, contudo uma maior população 
amostral é necessária para existir uma translação para a clínica. Enquobahrie et al (104) 
empenharam-se em investigar a relação entre o perfil metabólico sérico no início da 
gestação e subsequente desenvolvimento de diabetes mellitus gestacional, por GC-MS. 
Os seus resultados demonstraram que os ácidos linoleico, oleico e mirístico, d-
galactose, d-sorbitol, o-fosfocolamina, l-alanina, l-valina, 5-hidroxy-i-triptofano, l-
serina, sarcosina, ácido l-piroglutamico, l-mimosina, ácido l-lactico, ácido glicólico, 
ácido fumárico e ureia, encontram-se alterados nos casos de GDM. Verificamos que 
alguns destes ácidos são verificados noutros estudos como de Dudzik et al. 
 Outros investigadores (105) tentaram perceber se o P-IPG pode ser um marcador 
para GDM, pela espectrofometria. Verificando um aumento da excreção da P-IPG 
(segundo mensageiro da insulina) urinária nos casos de GDM, correlacionando-se com 
os níveis de glucose sanguínea. 
 Sachse et al (106) pretenderam identificar novos marcadores para a GDM no 
perfil bioquímico da urina materna através de RMN observando que pela análise 
univariada há um aumento elevado das concentrações de citrate, contudo pela análise 
multivariada não existem alterações significativas. Tais observações na urina não se 
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verificam no estudo de Diaz et al (101), que verificam alterações na urina em casos 
desta patologia. 
 Graça et al (107) pretenderam investigar possíveis efeitos metabólicos da GDM 
na urina materna e no líquido amniótico, 2º Trimestre, por UPLC-MS, e correlacionar 
com dados prévios de RMN, contudo não foram observados resultados relevantes em 
ambos os biofluídos. Mais uma vez Graça et al (20) investigaram marcadores 
metabólicos de GDM, no líquido amniótico, no 2º trimestre, por RMN, verificando-se 
um aumento da glucose, contudo reconhece-se a existência de um diminuto número de 
amostras. 
 Analisando os vários estudos, verifica-se uma correlação entre muitos dos 
metabolitos e a sua associação com processos envolventes nos compostos insulina e 
glucose. 
1.4.2. Pré-eclampsia 
A pré-eclampsia é uma desordem multisistémica logo, os estudos metabólicos 
tentam perceber de que modo se pode detetar esta patologia. A Tabela 3 apresenta 
estudos metabolómicos para esta patologia, de acordo com a separação por biofluído e 
modo cronológico, assim como objetivos, técnicas usadas e amostras. 
Tabela 3: Estudos metabólicos, e respetivas observações, para a Pré-eclampsia 
(RMN – Ressonância magnética nuclear; UPLC-MS – Espectrometria de massa acoplada a cromatografia 
líquida de alta performance; MALDI-MS – Espectrometria de massa acoplada a desadsorção a laser 
assistida por matriz; Pré-eclam – Pré-eclampsia) 
Estudos Objetivos Amostras Biofluído Métodos 
2008(15) 
Usar H RMN para estabelecer 
um perfil metabólico para a pré-
eclampsia 
Controlos-n=11 
Pré-eclam.-
n=11 
Plasma  H RMN 
2008(108) 
Validar a habilidade de GC-MS 
detetar potenciais marcadores de 
pré-eclampsia 
Controlos-n=87 
Pré-eclam-n=20 
Plasma GC-MS 
2010(63) 
Estabelecer uma assinatura 
metabólica para a pré-eclampsia, 
num início da gravidez 
Controlos-n=60 
Pré-eclam-n=60 
Plasma UPLC-MS 
2012 (109) 
Caracterizar o perfil lipídico 
plasmático das mulheres com 
pré-eclampsia 
Controlos-n=8 
Pré-eclam-n=8 
Plasma MALDI-MS 
2013(9) 
Identificar biomarcadores de 1º 
Trimestre para a pré-eclampsia 
Controlos-n=59 
Pré-eclam-n=30 
Plasma RMN 
2014(110) 
Explorar o potencial do RMN 
para o estudo da pré-eclampsia 
Controlos-n=10 
Pré-eclam-n=10 
Soro RMN 
2013(31) 
Estabelecer assinaturas 
metabólicas para a patologia na 
urina materna, 2º Trimestre 
 Urina RMN 
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2014(110) 
Explorar o potencial do RMN 
para o estudo da pré-eclampsia 
Controlos-n=10 
Pré-eclam-n=10 
Urina RMN 
2009(111) 
Investigar as diferenças nos 
factores libertados pelos 
trofoblastos dos controlos para 
pré-eclampsia 
Controlos-n=6 
Pré-eclam-n=6 
Placenta UPLC-MS 
 
Turner et al (15) com o objetivo de usar H RMN para estabelecer um perfil 
metabólico para a pré-eclampsia e identificar biomarcadores demonstram uma 
diminuição dos lípidos nesta patologia. Por sua vez, Kenny et al (108) pretendiam 
validar estudos prévios que demonstravam a habilidade do GC-MS para detetar 
potenciais marcadores de pré-eclampsia, verificando que o ácido úrico, 2-oxoglutarato, 
glutamato e alanina, mostrando significância estatística. 
Também Kenny et al (63) pretendeu estabelecer uma assinatura metabólica para 
a PE, num início da gravidez, observando que aminoácidos, ácidos gordos, carnitinas, 
eicosanoides, glicinas, ácido dicarboxilico, cetonas, lípidos, fosfatidilserinas, 
fosfolípidos, esteróis se encontram alterados. Pela utilização de MALDI-MS, Oliveira et 
al (109) predispuseram-se a caracterizar o perfil lipídico plasmático das mulheres com 
pré-eclampsia, percebendo que PC, PS e glicosildiradilgliceróis, são as classes com 
maiores alterações. Bahado-Singh et al (9) pretenderam identificar biomarcadores de 1º 
Trimestre para a pré-eclampsia, mostrando que a carnitina está aumentada assim como o 
glicerol. 
Austdal et al (110) estudaram a urina e o soro de modo a explorar o potencial do 
RMN para o estudo da pré-eclampsia, percebendo que no soro existem níveis mais 
elevados de lipoproteínas de baixo e muito baixo peso molecular, em contrapartida na 
urina a aumenta colina e a glicina, hipurato e sulfato p-cresol diminuem, por disfunções 
renais provocadas pela pré-eclampsia. Diaz et al (31) pretendiam  estabelecer 
assinaturas metabólicas para a patologia na urina materna, 2º Trimestre. As suas 
observações foram uma diminuição do acetato, formato e fumato (envolvidos no ciclo 
de Krebs) e aumento do aminoácido isoleucina. 
Por último, Dunn et al (111) pretendiam investigar as diferenças nos factores 
libertados pelos trofoblastos dos controlos para pré-eclampsia, na placenta, por UPLC-
MS, percebendo que a hipoxia tem um papel na patogenicidade placentária na pré-
eclampsia. 
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Pela análise, percebemos que há de facto uma desordem multisistémica, pois os 
vários metabolitos observados como alterados, encontram-se relacionados com vários 
sistemas funcionais do corpo humano. 
1.4.3. Parto pré-termo 
Definido como o parto que ocorre entre as 20 e as 37 semanas de gestação, 
representa um foco um alguns dos estudos metabolómicos. A Tabela 4 apresenta 
estudos metabolómicos para esta patologia, ditando-se uma separação por biofluído e 
modo cronológico, assim como objetivos, técnicas usadas e amostras. 
Tabela 4: Estudos metabólicos efetuados, e respetivas observações, para parto 
pré-termo (RMN – Ressonância magnética nuclear; LC-MS – Espectrometria de massa acoplada à 
cromatografia líquida; GC-MS – Espectrometria de massa acoplada à cromatografia de gás; UPLC-MS – 
Espectrometria de massa acoplada a cromatografia líquida de alta performance; HPLC-MS – 
Espectrometria de massa acoplada a cromatografia líquida de alto desempenho) 
Estudos Objetivos Amostras Biofluído Métodos 
2010(20) 
Estudo através de RMN do 
líquido amniótico, no 
2ºTrimestre, para biomarcadores 
Controlos-
n=82 
PTD-n=12 
Líquido 
amniótico 
RMN 
2012(107) 
Investigar possíveis efeitos 
metabólicos da GDM no líquido 
amniótico, 2º Trimestre, por 
UPLC-MS, e correlacionar com 
dados prévios de RMN 
Controlos-
n=26 
PTD-n=11 
Líquido 
amniótico 
UPLC-MS 
2013(31) 
Estabelecer assinaturas 
metabólicas para a patologia na 
urina materna, 2º Trimestre 
 Urina RMN 
2014(112) 
Identificar precocemente na 
gravidez condições 
desfavoráveis maternas que 
possam prever PTD 
N=438 Urina H RMN 
2013(31) 
Estabelecer assinaturas 
metabólicas para a patologia no 
plasma, 2º Trimestre 
 Plasma  RMN 
2014(33) 
Apresentar um perfil 
fosfolipídico do plasma materno 
de 2º Trimestre através de 
HILIC-LC-MS 
Controlos-
n=14 
PTD-n=5 
Plasma 
HILIC-LC-
MS 
2012(113) 
Obter, para o 3º Trimestre, pelo 
uso de UPLC-MS, um perfil 
metabólico sérico materno 
Controlos-
n=40 
PTD-n=40 
Soro UPLC-MS 
 
 Iniciando por Graça et al (20) o estudo teve por objetivo através de RMN do 
líquido amniótico, no 2ºTrimestre, encontrar biomarcadores. Alanina, alantoina, citrato 
e mioinositol, foram os metabolitos identificados como alterados, sendo que à excepção 
da alantoina todos sofrem um decréscimo. Por sua vez, num estudo mais tarde com o 
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mesmo primeiro autor (107), o objetivo de investigar possíveis efeitos metabólicos da 
GDM no líquido amniótico, 2º Trimestre, por UPLC-MS, e correlacionar com dados 
prévios de RMN, resultou na observação de uma diminuição de leucina/isoleucina, 
histidina, metionina, fenilalanina e valina, e aumento de uma hexose (possivelmente a 
glucose). 
 Diaz et al (31) de modo a estabelecer assinaturas metabólicas para a patologia no 
plasma e urina materna, 2º Trimestre. Na urina verificou-se um aumento dos corpos 
cetónicos e uma diminuição da carnitina, podendo indicar um aumento da oxidação 
lipídica nesta patologia. No plasma, observou-se uma diminuição do ascorbato 
(possivelmente associado ao stress oxidativo) e alterações nas concentrações de betaína, 
histidina, isoleucina e taurina. Relativamente às alterações da histidina e isoleucina são 
igualmente verificadas no líquido amniótico (107). 
 O estudo conduzido por Maitre et al (112) pretendia ser uma análise caso-
controle com o objetivo de identificar precocemente na gravidez condições 
desfavoráveis maternas que possam prever PTD, por H RMN, acompanhando 438 
gravidezes. Observou-se um aumento da lisina urinária e uma diminuição do formato. 
 Pinto et al (33) propondo-se a apresentar um perfil fosfolipídico do plasma 
materno de 2º Trimestre através de HILIC-LC-MS, mostrou que que as PC (34:3), 
(36:3), (34:4) e (32:2) se encontravam diminuídas e por sua vez o 1-palmitoil-2-(9-oxo-
nonanoil)-sn-glicero-3-fosfocolina (PONPC) (produto de cadeia curta fruto da oxidação 
da PC (16:0/18:2)) encontra-se aumentado. 
 Por fim, Heazell et al (113) procurou obter, para o 3º Trimestre, pelo uso de 
UPLC-MS, um perfil metabólico sérico materno, verificando que as classes afetadas 
incluem os ácidos gordos, glicerolipidos, metabolitos de progesterona, lípidos esteróis, 
metabolitos da vitamina D e esfingolípidos. Estes são metabolitos associados à 
disfunção placentária. 
Pela análise dos vários estudos, reconhece-se que o parto-pré termo pode estar 
relacionado com perturbações fisiológicas fetoplacentares ou maternas. Perceber que 
vias se encontram interrompidas/ disfuncionais é uma mais-valia para a deteção precoce 
desta patologia. 
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1.4.4. Malformações fetais 
As malformações fetais tratam-se de alterações anatómicas, podendo afetar a 
capacidade de sobrevivência do feto. A Tabela 5 apresenta estudos metabolómicos para 
esta patologia, ditando-se uma separação por biofluído e modo cronológico, assim como 
objetivos, técnicas usadas e amostras. 
Tabela 5: Estudos metabólicos efetuados, e respetivas observações, para a 
malformações fetais (RMN – Ressonância magnética nuclear; LC-MS – Espectrometria de massa 
acoplada à cromatografia líquida; UPLC-MS – Espectrometria de massa acoplada a cromatografia líquida 
de alta performance) 
Estudos Objetivos Amostras Biofluído Métodos 
2011(101) 
Caracterizar as mudanças 
metabólicas subjacentes às 
desordens pré-natais e identificar 
possíveis biomarcadores 
Controlos-
n=25 
FM-n=26 
Urina RMN 
2012(107) 
Investigar possíveis efeitos 
metabólicos da GDM na urina, 2º 
Trimestre, por UPLC-MS, e 
correlacionar com dados prévios de 
RMN 
Controlos-
n=21 
FM-n=13 
Urina UPLC-MS 
2009(114) 
Analisar, por H RMN de líquido 
amniótico, para biomarcadores de 
FM 
Controlos-
n=51 
FM-n=12 
Líquido 
amniótico 
H RMN 
2012(107) 
Investigar possíveis efeitos 
metabólicos da GDM no líquido 
amniótico, 2º Trimestre, por 
UPLC-MS, e correlacionar com 
dados prévios de RMN 
Controlos-
n=26 
FM-n=22 
Líquido 
Amniótico 
UPLC-MS 
2011(101) 
Caracterizar as mudanças 
metabólicas subjacentes às 
desordens pré-natais e identificar 
possíveis biomarcadores 
Controlos-
n=20 
FM-n=27 
Plasma RMN 
 
 Segundo Diaz et al (101) com o intuito de caracterizar as mudanças metabólicas 
subjacentes às desordens pré-natais e identificar possíveis biomarcadores, pelo RMN, 
na urina e no plasma, observou-se um aumento na urina de hipoxantina (podendo estar 
associado a hipoxia) assim como de corpos cetónicos (acetona e ácido 3-
hidroxibutirico), podendo estar associados ao aumento da gluconeogénese. Em 
contrapartida no plasma verificaram-se alterações na colina.  
 Por sua vez, Graça et al (107) dedicaram-se a investigar possíveis efeitos 
metabólicos da GDM no líquido amniótico e urina, no 2º Trimestre, por UPLC-MS, e 
correlacionar com dados prévios de RMN. Neste estudo foram observadas descobertas 
coincidentes com Diaz et al (31) na medida em que há uma verificação da existência de 
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hipoxia e aumento da gliconeogénese. Ou seja, no líquido amniótico confirma-se a 
diminuição de leucina/isoleucina e valina, glutamato e glutamina. Na urina materna à 
diminuição do hipurato. Numa última estância, Graça et al (114) com o objetivo de 
analisar, por H RMN de líquido amniótico, para biomarcadores de FM, observaram 
diminuição da glucose e aumento do lactato (significa que a energia é obtida 
maioritariamente pela glicólise, sob condições anaeróbicas), assim como dos 
aminoácidos gluconeogénicos (alanina, glutamato, valina, tirosina e fenilalanina). 
 O aumento da excreção de aminoácidos gluconeogénicos na urina materna, e a 
sua diminuição no líquido amniótico aparentam ser uma assinatura característica da 
doença. Existe uma proporcionalidade inversa entre a abundância de os aminoácidos 
glucogénio na urina materna e a glucose no líquido amniótico. 
 
1.4.5. Alterações cromossómicas 
As alterações cromossómicas, particularmente a Trissomia 21, são o foco deste 
trabalho, pelo que irá ser feito uma análise mais detalhada de cada estudo. As alterações 
cromossómicas patologias que podem advir de erros causados pela divisão celular ou 
por fatores externos. A Tabela 6 apresenta estudos metabolómicos para esta patologia, 
através de uma separação por biofluído e modo cronológico, assim como objetivos, 
técnicas usadas e amostras, e ainda a especificação de quais os estudos que referem a 
Trissomia 21. 
Tabela 6: Estudos pré-natais metabólicos efetuados, e respetivas observações, 
para as desordens cromossómicas (RMN – Ressonância magnética nuclear; LC-MS – 
Espectrometria de massa acoplada à cromatografia líquida; HPLC-MS – Espectrometria de massa 
acoplada a cromatografia líquida de alto desempenho; HILIC-MS – Espectrometria de massa acoplada à 
cromatografia de interacção hidrofílica; RPLC-MS – Espectrometria de massa acoplada à cromatografia 
líquida de fase reversa) 
Estudos Objetivos Amostras Biofluído Métodos Trissomia 21 
2006(115) 
Procurar um método 
alternativo para a deteção 
da Trissomia 21, através 
da MS 
Controlos-
n=277 
CD-n=73 
Líquido 
amniótico 
MALDI-MS Sim 
2010(20) 
Estudo através de RMN do 
líquido amniótico, no 
2ºTrimestre, para 
biomarcadores Estudo 
através de RMN do líquido 
amniótico, no 2ºTrimestre, 
para biomarcadores 
Controlos-
n=82 
CD-n=10 
Líquido 
amniótico 
RMN Não 
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2015(116) 
Determinar a concentração 
de esfingolípidos 
específicos no líquido 
amniótico de grávidas com 
Trissomia 21 
Controlos-
n=14 
CD-n=10 
Líquido 
amniótico 
UPLC-MS Sim 
2011(101) 
Caracterizar as mudanças 
metabólicas subjacentes às 
desordens pré-natais e 
identificar possíveis 
biomarcadores 
Controlos-
n=20 
CD-n=23 
Plasma RMN Não 
2014(33) 
Apresentar um perfil 
fosfolipídico do plasma 
materno de 2º Trimestre 
através de HILIC-LC-MS 
Controlos-
n=14 
CD-n=5 
Plasma 
HILIC-LC-
MS 
Sim 
2015(116) 
Determinar a concentração 
de esfingolípidos 
específicos no plasma de 
grávidas com Trissomia 21 
Controlos-
n=14 
CD-n=10 
Plasma UPLC-MS Sim 
2015(117) 
Determinar a relação entre 
as desordens 
cromossómicas e o plasma 
materno, no 1º e 2º 
Trimestres, para identificar 
o curso das adaptações 
metabólicas à patologia 
Controlos-
n=74 
CD-n=22 
Plasma RMN Sim 
2011(101) 
Caracterizar as mudanças 
metabólicas subjacentes às 
desordens pré-natais e 
identificar possíveis 
biomarcadores 
Controlos-
n=25 
CD-n=23 
Urina RMN Não 
2013(31) 
Estabelecer assinaturas 
metabólicas para a 
patologia no plasma, 2º 
Trimestre 
 Urina RMN Sim 
2014(118) 
Análise quantitativa e 
qualitativa de metabolitos 
na urina materna, para 
Trissomia 21 
Controlos-
n=93 
CD-n=23 
Urina 
HILIC-
MS/RPLC-
MS 
Sim 
2015(119) 
Desenvolver um método 
de diagnóstico mais 
simples, preciso e 
económico para a 
Trissomia 21 
Controlos-
n=83 
CD=18 
Urina 
MALDI-
TOF-MS 
Sim 
2014(120) 
Determinar um perfil 
metabólico para a 
Trissomia 21 e 18 
Controlos-
n=60 
CD-n=21 
Soro RMN Sim 
 
 Numa primeira estância, no líquido amniótico, Huang et al (115) procuraram um 
método alternativo para a deteção da Trissomia 21, através da MS, verificando que 
MALDI-MS é um método reprodutível para este tipo de amostras, independentemente 
do seu tipo (culturas de amniócitos, sobrenadantes de líquido amniótico, entre outros 
usados na cariotipagem). 
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 Graça et al (20) com o objetivo de efetuar um estudo através de RMN do 
líquido amniótico, no 2ºTrimestre, para biomarcadores das patologias, observou que nos 
casos de desordens cromossómicas não existem alterações relevantes, contudo tal pode 
dever-se ao reduzido número de amostras do estudo. 
 Diaz et al (101) com o intuito de caracterizar as mudanças metabólicas 
subjacentes às desordens pré-natais e identificar possíveis biomarcadores, no plasma e 
urina, aplicaram o RMN, observando que na urina, nos casos de desordens 
cromossómicas há um aumento da colina, como resultado do stress imposto ao feto. É 
possível que estas alterações se devam a distúrbios metabólicos, como efeitos da 
hipoxia, do que por alterações na betaína plasmática como observado nos casos de 
GDM (101). Em contrapartida no plasma, são denotadas algumas alterações lipídicas 
contudo a urina apresenta maior sensibilidade.  
 Trivedi et al (118) efetuaram uma análise quantitativa e qualitativa de 
metabolitos na urina materna, para Trissomia 21, através de HILIC-MS e RPLC-MS, 
verificando que na urina as moléculas correspondentes aos iões m/z 114,07 e m/z 
314,20, sendo que o primeiro foi identificado como sendo dihidrouracil e o segundo 
como progesterona. A possível fonte do dihidouracil pode ser o mal funcionamento da 
enzima dihidropirimidinase (DHP) nos indivíduos com Trissomia 21. Tal explicação é 
justificada pelos autores pelo facto de que os sintomas apresentados por pacientes com 
deficiência na DHP serem semelhantes aos dos indivíduos com Trissomia 21. Por sua 
vez, a progesterona encontrar-se mais baixa na urina em casos de gravidezes com fetos 
com Trissomia 21 é intrigante, podendo representar um uma situação fisiológica e 
metabólica mais complexa, podendo refletir mudanças subtis na unidade feto-
placentária que produz a progesterona após troca do corpo lúteo pela placenta, na 8 a 10 
semana de gestação. Ou seja, os níveis de progesterona são controlados pela placenta, 
tendo em conta que gravidezes com esta patologia estão associadas ao stress oxidativo, 
é espectável um mal funcionamento placentar. Os autores reconhecem que os seus 
resultados devam ser validados por RMN de modo a fornecer uma compreensão nas 
diferenças metabólicas entre Trissomia 21 e controlos.  
 Também na urina, Iles et al (119) com o intuito de desenvolver um método de 
diagnóstico mais simples, preciso e económico para a Trissomia 21, usaram a técnica 
MALDI-TOF-MS. Os espectros de MS da urina mostraram diferenças no padrão das 
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proteínas, onde nos casos de Trissomia 21 se verificou a ocorrência de picos adicionais 
na gama de m/z 11,000 a 12,000, e uma aparente perda de picos de 6,500 a 8,700 m/z. 
Foram ainda detetados glicopeptidos, devido a um aparente aumento da glicosilação nas 
gravidezes com Trissomia 21. Foi um método que permitiu uma taxa de deteção (> 
99%) com uma reduzida taxa de falsos positivos para o 1º Trimestre. Contudo uma 
maior população amostral é necessária para a avaliação da monitorização por este 
método. 
 Por sua vez, Pinto et al (33) tendo como objetivo apresentar um perfil 
fosfolipídico do plasma materno de 2º Trimestre através de HILIC-LC-MS. O que se 
observou foi que esta desordem cromossómica influencia os fosfolípidos do plasma. As 
LPC, assim como PC com ligações éter e PE são espécies associadas à oxidação 
lipídica, particularidade que parece caracterizar a Trissomia 21 (igualmente comentada 
por Trivedi et al (118)). Há uma diminuição de SM (d18:1/18:1) e SM (d18:1/14:0), 
assim como das PC (34:0), (O-34:2), (O-42:2), (O-40:0), (O-42:1) e (40:5) e LPC 
(20:5), (18:1), (20:4), (18:2). São espécies que apresentam cadeias de ácidos gordos 
polinsaturados que são mais suscetíveis ao stress oxidativo devido à sua estrutura 
química, ou espécies envolvidas no mecanismo oxidativo. Os autores admitem 
poderem-se tratar de possíveis marcadores a usar num futuro clínico. 
  Focando-se apenas nos esfingolípidos, devido a estes terem um papel tão 
importante na formação do sistema nervoso central e periférico, que se encontram 
conectados à patogenicidade da Trissomia 21, Charkiewicz et al (116) avaliaram 
variações na concentração de esfingolípidos específicos no plasma e líquido amniótico 
de grávidas com Trissomia 21, por UPLC-MS, em comparação com os controlos. Os 
resultados mostraram uma aumento significativo das ceramidas C2-Cer e C24:1-Cer, no 
plasma, e uma diminuição das C16-Cer, C18-Cer, C18:1-Cer, C20-Cer, C22-Cer, 
C24:1-Cer e C24-Cer no líquido amniótico. A análise estatística permitiu determinar 
que as concentrações plasmáticas de C22-Cer e C24:1 estão associadas a um risco 
significativamente superior de desenvolver esta patologia. Os esfingolípidos estão 
envolvidos na mielinação/dismielinação dos neurónios no cérebro, logo alterações nas 
suas concentrações irão afetar a componente cerebral. Esta mesma redução foi 
constatada por Murphy et al (89) afirmando igualmente que tal diminuição leva a um 
atraso na mielinação dos neurónios de crianças com Trissomia 21 resultando num dos 
sintomas: atraso mental. As duas ceramidas que se encontram diminuídas no plasma são 
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compatíveis com o observado por Bahado-Singh et al (121) que demonstraram que um 
aumento dos níveis de 3-hidroxibutirato é resultado do uso insuficiente deste metabolito 
no processo de mielinação neural. Um aumento das concentrações de metabolitos 
usados neste processo levam a um incremento da síntese de esfingolípidos no corpo 
materno, mostrando de onde advém o aumento das duas ceramidas no plasma. Uma 
redução de esfingolípidos no corpo do feto podem indiretamente provocar uma redução 
dos mesmos no líquido amniótico, devido a este último ser o reflexo do que acontece no 
corpo do feto. Os autores admitem que são ainda necessárias correlações com dados 
bioquímicos, genéticos e ultrassons, para existir uma correta extrapolação para a clínica.  
  Por último, Pinto et al (117) com o objetivo de determinar a relação entre as 
desordens cromossómicas e o plasma materno, no 1º e 2º Trimestres, para identificar o 
curso das adaptações metabólicas à patologia, através do RMN, averiguaram que nos 
casos de Trissomia 21 há uma diminuição dos ácidos gordos 18:2 no 1º Trimestre e dos 
ácidos gordos 20:4 e 22:6 no 2º Trimestre, provavelmente devido a mecanismos 
associados à inflamação. Contudo uma quantidade maior de amostras é necessária para 
uma correlação clínica. 
1.5. Objetivos do trabalho 
O objetivo deste trabalho foi efetuar um estudo lipidómico do plasma sanguíneo 
de grávidas para deteção de doenças da grávida e do feto, para perceber se esta pode ser 
uma metodologia aplicável na clínica porque os métodos atuais são invasivos. De entre 
várias patologias, a Trissomia 21 é daquelas ainda pouco estudada por lipidómica, 
apesar da sua elevada incidência, pelo que será o foco deste trabalho. Pretende-se assim 
estudar alterações lipídicas no plasma sanguíneo de grávidas de 1º e 2 Trimestres, com 
filhos que nasceram com Trissomia 21 em comparação com plasma de grávidas com 
bebés normais (grupo controlo).  
 De maneira a cumprir este objetivo, efetuou-se uma extração lipídica das 
amostras de plasma sanguíneo de grávidas nas 12 a 22 semanas de gestação, nos meses 
de Janeiro de 2009 a Fevereiro de 2012 e posterior estudo por MALDI-MS, ESI-QTOF-
MS e LC-ESI-MS, seguida de análise univariada.  
  
Universidade de Aveiro – Departamento de Química 
38 
 
  
Universidade de Aveiro – Departamento de Química 
39 
 
2. Procedimentos 
2.1. Amostras Biológicas 
2.1.1. Colheitas e armazenamento 
 As amostras sanguíneas foram recolhidas de mulheres grávidas com idades 
compreendidas entre os 26 e os 44 anos, durante o primeiro e segundo trimestres da 
gravidez (12 – 22 semanas de gestação). A recolha destas amostras biológicas decorreu 
de Janeiro de 2009 a Fevereiro de 2012, no Serviço de Diagnóstico Pré-natal na 
Maternidade Bissaya Barreto em Coimbra e com o consentimento informado de cada 
participante. A utilização de tais amostras já havia sido aprovada pelo comité ético 
(Refs 18/04 e 29/09) para utilização em investigação (projeto 
FCT/PTDC/QUI/66523/2006). As informações especificas como a ocorrência de 
problemas maternos e/ou fetais, ingestão de medicação, estilo de vida materno e 
doenças crónicas maternas foram obtidas através de relatórios médicos obstetrícios e 
neonatais, assim como a partir de questionários individuais executados aquando da 
colheita.  
As amostras estudadas foram divididas em 4 grupos: (i) controlos de primeiro 
trimestre (gravidezes sem registos patológicos, grávidas cujos filhos não apresentam 
Trissomia 21), (ii) Trissomia 21 de primeiro trimestre, (iii) controlos de segundo 
trimestre e (iv) Trissomia 21 de segundo trimestre. O número de amostras, idade 
materna e gestacional assim como o índice de massa corporal (IMC) anterior à gravidez 
encontram-se listados na tabela 7. 
Tabela 7: Amostras utilizadas para análise lipidómica por MALDI-MS e LC-
MS, dos grupos controlos e Trissomia 21, para os vários trimestres, constando as idades 
maternas e gestacional e IMC. 
Análise Grupo Nº amostras 
Idade 
Materna 
(anos) 
Idade 
Gestacional 
(semanas) 
IMC 
MALDI-MS 
Controlos (1º 
Trimestre) 
5 29-34 12-13 22,5-25,2 
Trissomia 21 (1º 
Trimestre) 
5 32-42 12-13 21,5-30,1 
Controlo (2º 
Trimestre) 
5 28-42 16-22 19,8-23,1 
Trissomia 21 (2º 
Trimestre) 
5 27-38 14-23 22,1-29,1 
LC-MS 
Controlos (2º 
Trimestre) 
13 31-42 16-22 19,8-25,6 
Trissomia 21 (2º 
Trimestre) 
9 30-43 14-23 22,1-32,7 
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A colheita procedeu-se através da recolha de sangue para tubos de heparina de 
sódio, sendo depois centrifugado (1500 xg, 10 minutos, 4ºC) no espaço de 30 minutos 
após a colheita. Os sobrenadantes recolhidos foram congelados a -20ºC, e após 2 horas, 
armazenados a -80ºC até ao momento da extração. 
2.1.2. Extração lipídica da amostra 
2.1.2.1. Extração pelo método de éter-metil-terc-butílico (MTBE) 
Este método de extração não foi efectuado durante a análise descrita nesta tese, 
uma vez que as amostras utilizadas na espectrometria de massa de MALDI já tinham 
sido sujeitas a este procedimento de extração num estudo executado anteriormente 
(122,123). Este método de extração possibilita a obtenção de extratos totais de lípidos, 
sendo possível encontrarem-se várias classes de lípidos, nomeadamente 
glicerofosfolípidos e triglicéridos.  
Método de MTBE (124): Num tubo de vidro, lavado previamente com MTBE 
para remover possíveis contaminações, adicionam-se 200 µL de plasma e 1,5 mL de 
metanol (MeOH) frio (-20ºC). Após agitação no Vortex por 60 segundos, adicionam-se 
5 mL de MTBE, frio (-20ºC), e agita-se por mais 60 segundos. Incuba-se a mistura no 
frio durante 1 hora. Posteriormente, adicionam-se 1,25 mL H2O ultrapura, para indução 
da separação das fases, e deixa-se em gelo por 10 minutos. De seguida, a mistura é 
centrifugada a 1500 rpm, durante 10 minutos. Recolhe-se a fase orgânica (fase superior) 
para um novo tubo e é re-extraída a fase aquosa (fase inferior) com 2 mL de 
MTBE/MeOH/H2O (10:3:2.5, v/v/v). Das duas fases resultantes, recolhe-se a fase 
orgânica (superior) para colheita dos lípidos. Combinam-se as duas fases orgânicas e 
secam-se as amostras em corrente de azoto, sendo depois armazenadas a -80ºC, até ao 
momento de análise por MALDI-MS. O método aplica o solvente MTBE, que ao 
contrário do clorofórmio, não é cancerígeno. 
2.1.2.2. Extração de fase sólida (SPE) 
Após preparação dos respetivos eluentes (Acetonitrilo com 1% de Ácido 
Fórmico; Acetonitrilo com 5% de Hidróxido de Amónia), procede-se à extração em fase 
sólida dos Glicerofosfolípidos. 
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As amostras (13 controlos e 9 Trissomia 21 de 2º Trimestre) foram preparadas 
de modo a efetuar uma extração pelo método de SPE, começando por serem 
descongeladas durante 30 minutos à temperatura ambiente. Posteriormente foram 
transferidos 100µl de plasma para microtubos individuais contendo 5µg de DMPC 
(14:0/14:0 PC, m/z 678,4) (Sigma-Avanti, EUA). A cada um dos microtubos com 
plasma foram adicionados 900µl de acetonitrilo com 1% ácido fórmico (ACN:1% FA) 
(1:3 v/v). Em seguida, foram homogenizados no Vortex por 30 segundos. Por fim, 
centrifugou-se a mistura a 5000 rpm durante 3 minutos para separar as proteínas 
precipitadas suspendidas e o restante. O sobrenadante foi transferido para a coluna 
Hybrid SPE-PL®- Phospholipd da Sigma-Aldrich (volume 1mL), que foi previamente 
acondicionada com 1mL de acetonitrilo, para o processo de extração de fase sólida. 
Procede-se à eluição, com 1mL de ACN:1%FA. Estes eluentes são descartados para um 
tubo de vidro. 
À coluna adiciona-se 1mL de ACN:5%NH4OH e recolhe-se para um tubo limpo 
e seco. Repete-se o passo. Adiciona-se 1mL de Acetonitrilo, que deve ser recolhido no 
tubo dos eluentes anteriores. Repetem-se os passos anteriores para realizar uma 2ª 
extração. 
O eluente da SPE recolhido é seco numa centrífuga de vácuo durante 2h e 15 
minutos. Os lípidos extraídos são ressuspendidos em 400µL de clorofórmio e 
transferidos para um vial, e secos em corrente de azoto e posteriormente são 
armazenados a -80ºC. 
2.2. Espectrometria de massa por desadsorção por laser assistida por matriz 
(MALDI-MS) 
Na aquisição dos dados através desta técnica é necessário garantir que as 
amostras previamente preparadas secam na placa juntamente com a matriz 
(cristalização), e que a placa contém um calibrante (standard) de modo a que se 
obtenham valores de m/z de iões o mais exatos possível. 
As amostras, extraídas pelo método de MTBE, foram analisadas por 
MALDI.MS utilizando um espectrómetro de massa MALDI-TOF/TOF 4800 (Applied 
Biosystems, Foster City, CA) com deteção de iões positivos e no modo reflectron (laser 
337 nm). Para tal, as amostras foram ressuspendidas em clorofórmio (1,5mg de PL/ml) 
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e adicionadas num microtubo a uma solução de matriz de ácido 2,5-dihidroxibenzóico 
(10mg/ml) em metanol: água miliQ (9:1 v/v). A mistura foi vortexada e foram 
posteriormente aplicados 0,5 µl da mistura matriz-analito, na placa de MALDI. As 
aplicações na placa foram feitas em triplicado. Após a cristalização da matriz a placa foi 
introduzida no espectrómetro de massa para aquisição dos espectros. Os espectros foram 
adquiridos na gama de m/z de 500 a 4000 e os dados analisados recorrendo ao Data 
Explorer ® (Applied Biosystems).  
Algumas alterações foram feitas ao protocolo apresentado, intituladas de 
experiência 1, 2 e 3 respetivamente (tabela 8), onde se efetuaram alterações desde a 
proporção dos solventes da matriz, assim como volume de aplicação de matriz e 
amostra na placa. Tais experiências serão explicadas no capítulo dos resultados. 
Tabela 8: Protocolos usados de preparação da amostra para análise por MALDI-
MS 
 
Protocolo Experiência 1 Experiência 2 Experiência 3 
Solventes da matriz 
MeOH/H2O 
(9:1, v:v) 
MeOH/H20 
AF(1%) 
(9:1, v:v) 
MeOH/H20 
 (9.5:0.5, v:v) 
MeOH/H20 
 (9.5:0.5, v:v) 
Solvente da amostra CHCl3 CHCl3 CHCl3 CHCl3 
Proporção amostra/matriz (1:1) (1:1) (1:1) (1:4) 
Volume de aplicação de 
matriz e amostra na placa 
de MALDI 
0,5µL 0,5µL 0,3µL 0,3µL 
 Os espectros de MALDI-MS foram analisados visualmente após a sua aquisição, 
identificando com base na literatura os iões correspondentes a espécies moleculares de 
fosfolípidos. A confirmação desta identificação foi efetuada por ESI-QTOF-MS e 
MS/MS obtido ESI-QTOF pois com esta técnica é possível isolar 1 ião enquanto que no 
MALDI tal não é possível (125). 
2.3. Espectrometria de massa por electrospray utilizando ESI-Q-TOF 
Três amostras de extratos lipídicos totais (controlo, Trissomia 21 1º Trimestre, 
Trissomia 21 2º Trimestre), extraídas pelo método de MTBE, foram analisadas 
diretamente por ESI-Q-TOF. Para tal as amostras foram ressuspendidas em clorofórmio, 
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consoante a sua concentração. Num microtubo colocam-se 4ml de amostra para 200 ml 
de MeOH, e esta solução foi introduzida no ESI-QTOF.  
A aquisição dos espectros de ESI-MS e MS/MS no instrumento QTOF 
(Micromass, Manchester, UK) foi realizada no modo positivo, utilizando uma voltagem 
do capilar de 3.00 kV e do cone de 30 V. A temperatura na fonte de 80ºC. A energia de 
colisão (energia usada para fragmentar o ião) para os diversos iões foi entre 20 e 45 V 
de acordo com o ião percursos a analisar. Para análise dos vários espectros de MS/MS 
foi usado o programa de software MassLynx V4.0 (Waters, Manchester, UK). 
2.4. Cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa (LC-MS) 
As amostras (13 controlos e 9 Trissomia 21 de 2º Trimestre) extraídas pelo 
método de SPE foram submetidas a LC-MS. Para a aquisição dos dados, o 
espectrómetro de massa trapa de iões linear LXQ (ThermoFinnigan, Palo Alto, USA) 
deve ser ligado 30 minutos antes da sua utilização. As amostras são ressuspendidas em 
clorofórmio, consoante a sua concentração de modo a obter uma concentração final 200 
ml e transferem-se, para microtubos previamente identificados, 4µL da amostra, 
seguidamente secos em corrente de azoto. A amostra é diluída em 90µL de solvente de 
partida – Eluente B (Acetonitrilo/metanol (60:40) (v:v) e acetato de amónio), e injetam-
se 5µL desta mistura no espectrómetro. Pelo processo de espectrometria de massa 
referido anteriormente são obtidos resultados em 45 minutos, no modo positivo. Foi 
utilizada uma coluna HILIC.  
Entre as amostras de controlo e patologia deve ser corrido um branco, que 
desempenha função de limpeza (Eluente A – Acetonitrilo: H2O.MeOH (50: 50)(v:v) + 
acetato de amónio –  mais Eluente B). Cada classe de fosfolípidos irá sair em tempos de 
retenção diferentes (RT). Para o tratamento dos resultados foi utilizado o programa de 
software Xcalibur (V2.0). 
Para a análise univariada dos dados de LC-MS, primeiramente foi necessário 
executar uma matriz, com o auxílio do programa de Excel, em cujas áreas dos picos, e 
respetivos tempos de retenção foram colocados. Estes dados foram obtidos pelo 
software previamente referido. A matriz foi normalizada pela área total do espectro, em 
detrimento da normalização pelo padrão interno. Ou seja, as intensidades de todos os 
iões numa corrida de LC-MS são divididas pela área total (soma de todas as 
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intensidades de valores de m/z para cada RT). Existiu uma seleção dos iões a analisar 
seguindo o critério de que um ião para o qual a área não tenha sido obtida, em mais de 
duas amostras controlo, num total de 13, e duas amostras de patologia, num total de 9, 
deveria ser excluído da análise univariada. Deste modo, 159 iões (54 PE, 63 PC, 20 
LPC e 21 SM) sofreram uma redução até 85 iões para amostras de onde constam 22 PC, 
49 PE, 7 LPC e 7 SM.  
Os valores de p e caixas de bigodes que serão apresentados no próximo capítulo, 
foram obtidos submetendo a matriz normalizada com 85 iões ao programa R (versão 
3.2.0). A matriz foi sujeita ao Teste de t-Student e Teste de Wilcoxon, de modo a obter 
os iões com maior significância; ambos os testes verificam diferenças entre duas 
situações/grupos. Para o teste de t-Student observaram-se 4 iões com significância e, em 
contrapartida, com o teste de Wilcoxon observaram-se exclusivamente 3. Através do 
teste de Shapiro, verificou-se que os dados seguiam uma distribuição normal e, como 
tal, admite-se a realização do teste t-Student. Os valores de p foram deste modo obtidos 
pelo Teste de t-Student, sendo considerados estatisticamente significativos quando 
inferiores a 0,05. 
O valor de percentagem de variação e de effect size, tendo em conta erros 
associados, calcularam-se com base nas fórmulas exibidas, respetivamente. 
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3. Resultados e discussão 
3.1. Estudo do plasma sanguíneo do grupo de grávidas com fetos com 
Trissomia 21 por MALDI-MS 
Os extratos lipídicos totais do plasma do sangue foram extraídos recorrendo ao 
método de MTBE. Com o intuito de verificar a ocorrência de diferenças no perfil 
lipídico dos extratos nos casos de Trissomia 21 comparativamente aos controlos. Os 
extratos lipídicos totais de amostras de plasma de grávidas sem patologias significativas 
(controlos) e de grávidas com registo de Trissomia 21, para o 1º trimestre (controlos, 
n=5; Trissomia 21, n=5), assim como para o 2º trimestre (controlos, n=5; trissomia, 
n=5) foram analisados por MALDI-MS no modo positivo. Foi escolhida esta técnica 
devido à sua rapidez de análise, capacidade de gerar iões uni-carregados e não 
necessitar de uma pré-separação, podendo analisar-se uma mistura de vários compostos 
(ex.: extrato lipídico total). O método de MTBE por sua vez permite uma rápida e limpa 
recuperação dos lípidos. Devido à baixa densidade do MTBE, há uma separação por 
duas fases: lípidos na fase orgânica (fase superior) e fase aquosa (inferior). O MTBE é 
um composto não cancerígeno tornando-se numa vantagem comparativamente aos 
métodos de Folch e Bligh and Dyer foi preferencialmente usado (123).  
Nos espectros de MALDI-MS do extrato lipídico de plasma foi possível 
observar-se diversos iões correspondentes a lípidos, nomeadamente fosfolípidos e 
triglicéridos (Figura 9). Os iões identificados correspondiam a iões [M+H]
+
, 
pertencentes às classes PC, SM, e ião [M+Na]+ no caso de PC, SM e TG, o que vai de 
encontro a outros estudos que aplicam a mesma técnica para o plasma (79,109,126–
130), contudo não num contexto pré-natal, com exceção de Oliveira et al (109). Neste 
último trabalho os autores fizeram MALDI-MS com o objetivo de caracterizar o perfil 
lipídico plasmático das mulheres com pré-eclampsia. Contudo neste estudo foi possível 
ainda observar PS apesar de a técnica ter sido aplicada igualmente no modo positivo, o 
que sugere que tais diferenças possam advir do método de extração utilizado que no 
estudo em causa foi Bligh-Dyer e não MTBE, ou até mesmo pela patologia em causa se 
tratar de um estado com alterações multissistémicas. 
 Para o estudo dos dados obtidos por MALDI-MS começou-se por submeter a 
MALDI-MS um pool de amostras (mistura de amostras) controlo de 2º trimestre. A 
metodologia efetuada consistiu no protocolo base apresentado no sub-capítulo 2.1.2, 
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onde os solventes da matriz (MeOH/H2O) foram preparados numa proporção de (9:1, 
v:v) e a aplicação na placa é de 0,5 µl da mistura matriz-analito. A Figura 9 mostra um 
espectro característico dos triplicados, para a amostra em questão. 
 
 Figura 9: Espectro de MALDI-MS de um pool de amostras controlo, 2º 
Trimestre  
Nos espectros de MALDI-MS observam-se iões [M+H]
+
 e [M+Na]
+
 de 
fosfolípidos das classes das PC e iões [M+Na]
+
 de triglicéridos. A fim de investigar se 
poderia ocorrer uma redução do número de aductos de sódio de PC, a mesma amostra 
(pool de controlos, 2º trimestre) foi analisada por MALDI-MS com uma alteração no 
protocolo de preparação da amostra para aplicar na placa de MALDI. Esta alteração 
consistiu na preparação da matriz com metanol e 1% de ácido fórmico (permite um 
aumento da protonação e aumento da sensibilidade), e água (MeOH.AF (1%): H2O (9:1, 
v:v)). Contudo pela análise do espectro, foi possível observar que não existem 
alterações no perfil ao compará-lo com o espectro da Figura 9 (Figura 10), no qual foi 
utilizado o protocolo base. O estudo prosseguiu pela aplicação do protocolo base às 
amostras controlo e de Trissomia 21 para o 1º e 2º trimestres. 
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A 
B 
 Figura 10: Espectro de MALDI-MS de um pool de amostras controlo, 2º 
Trimestre. A - espectro seguindo o protocolo: solventes da matriz (MeOH/H2O) são 
preparados numa proporção de (9:1, v:v) e a aplicação na placa é de 0,5 µl da mistura 
matriz-analito. B – espectro obtido pela preparação da matriz com metanol e 1% de 
ácido fórmico e água (MeOH.AF (1%): H2O (9:1, v:v) 
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Recorrendo à informação da literatura e base de dados do LipidMaps 
(http://www.lipidmaps.org), foi realizada a identificação dos vários iões presentes no 
espectro de MALDI-MS (109,126,130–132). De modo a confirmar as identificações 
efetuadas com recurso à literatura, procedeu-se à identificação por MS/MS, no QTOF. 
Deste modo, após seleção dos iões, foram obtidos os respetivos espectros de MS/MS 
que, com base nas fragmentações típicas, permitiram a identificação dos vários 
compostos. Tal procedimento e resultados serão apresentados no próximo subcapítulo. A 
identificação dos iões por ESI-QTOF-MS/MS foi efetuada em alternativa ao MALDI-
MS/MS por o primeiro permitir isolar apena 1 ião, facilitando a identificação.  
 O próximo passo consistiu na aquisição de um espectro da matriz com o intuito 
de excluir iões provenientes do DHB, obtendo-se o espectro que consta na Figura 11. 
Executou-se o espectro da matriz pois esta também ioniza, assim sendo também podem 
ser observados no espectros iões pertencentes à matriz. Segundo Borisov et al (133) as 
moléculas da matriz podem participar como espécies reativas devido à transferência de 
iões na formação dos aductos, durante a ionização. De modo a averiguar quais estes iões 
e se seriam observáveis no espectro da amostra, este passo foi realizado. 
 
Figura 11: Espectro de MALDI-MS da matriz DHB 
De seguida procedeu-se à análise das amostras controlo e de Trissomia 21 de 1º 
e 2º Trimestres por MALDI-MS, seguindo o protocolo base. Aplicando cada amostra 
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em triplicado, foram adquiridos os espectros correspondentes. Pela sua análise (Figura 
12) foi possível apurar que há uma alteração do perfil lipídico de aplicação para 
aplicação, constatando-se uma variação das abundâncias relativas dos iões. Isto revela 
uma falta de reprodutibilidade analítica. São igualmente visíveis diferenças no número 
de iões, assim como um espalhamento da gota aquando da aplicação na placa de 
MALDI. Isto pode dever-se a fatores como diferenças na cristalização da matriz, ligação 
amostra-matriz, volatilidade dos solventes, entre outros. Segundo Figueroa et al. (134) a 
tensão superficial da solução afeta o espectro de massa, sendo que a uma baixa tensão 
superficial as gotas da solução matriz-amostras tendem a dispersar mais pela superfície 
da placa, ou seja o espalhamento da gota observado a quando da sua aplicação na placa, 
pode estar associado a uma baixa tensão superficial e consequente influencia nos 
espectros. Disto resulta um efeito de diluição, baixando a quantidade de iões [M+H]
+
 
podendo advir de tal fenómeno a redução do números de iões do analito. Todavia, a 
quantidade de iões do analito depende também da morfologia da cristalização da matriz 
(133). Assim sendo, quanto mais rápida for a secagem, maior a inclusão dos analitos nos 
cristais da matriz, e vice-versa. Consequentemente, uma maior inclusão dos analitos na 
matriz traduz-se numa interação analito-matriz superior e, concludentemente, maior 
quantidade de iões. Assim, realizaram-se alterações ao protocolo, compreendendo uma 
redução de percentagem de água de 10% para 5%, assim como redução do volume de 
aplicação na placa para 0,3µL (135). 
Todavia verificou-se igualmente uma falta de reprodutibilidade entre triplicados 
e entre amostras, podendo provir da evaporação dos solventes, agitação excessiva 
levando à retenção de amostra nas paredes do microtubo, erros na pipetagem, entre 
outros. A aplicação de uma igual quantidade de matriz e amostra é comum a diversos 
autores (119,130,135), porém há igualmente autores cuja mistura matriz-amostra 
contém quantidade diferentes de uma e de outra (129,136). Deste modo, o próximo 
passo consistiu numa alteração na quantidade de amostra e matriz (volume de matriz 
(8µL) e de amostra (2µL)). 
Procuraram-se várias formas de aumentar a reprodutibilidade, contudo, devido à 
falta desta, não foi possível proceder à comparação de espectros de MALDI-MS de 
amostras de controlo com as de Trissomia 21. Huang et al (115) por sua vez 
demonstraram que MALDI-MS é um método reprodutível para amostras de plasma. 
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A  
B  
C  
Figura 12: Espectro de MALDI-MS de uma amostra controlo, 2º Trimestre. A - 
espectro seguindo o protocolo: solventes da matriz (MeOH/H2O) são preparados numa 
proporção de (9:1, v:v) e a aplicação na placa é de 0,5 µl da mistura matriz-analito. B – 
Duplicado. C - Triplicado  
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Também Iles et al (119) admitem o MALDI-MS como uma técnica económica, não 
invasiva e reprodutível, demonstrando-se eficiente na comparação de amostras controlos 
com amostras de Trissomia 21. MALDI é referida contudo por alguns autores (75,137) 
como um método de difícil reprodutibilidade, devido aos fatores extrínsecos a que está 
sujeito, ainda que possa ser melhorada, quer pela separação do extrato lipídico em 
classes evitando os efeitos de supressão, quer pela repetição do protocolo, levando a um 
maior domínio do utilizador fase ao manuseamento e aplicação na placa. Apesar disto, o 
MALDI apresenta-se como uma técnica célere, sensível e de preparação rápida de 
amostras (119,135). Ou seja, MALDI-MS é uma técnica bastante vantajosa no uso 
recorrente da clínica, necessitando de alguma experiência recorrente por parte do 
utilizador; ainda que mais suscetível a fatores exteriores permite aplicar uma ionização 
suave, não deteriorando a amostra, e com uma aplicação constante há uma redução dos 
erros observados a quando da realização do trabalho. 
3.2. Estudo do plasma sanguíneo do grupo de grávidas com fetos com 
Trissomia 21 por ESI-QTOF-MS 
Para este tipo de análise foram utilizados os mesmos extratos lipídicos totais do 
plasma do sanguíneo de grávidas, previamente extraídos recorrendo ao método de 
MTBE, aplicados no MALDI-MS. Com o intuito de verificar a ocorrência de diferenças 
no perfil lipídico dos extratos nos casos de Trissomia 21 comparativamente aos 
controlos, e de modo a confrontar igualmente os espectros obtidos por MALDI-MS, 
foram analisadas 3 amostras (controlo, n = 1; Trissomia 21 1º Trimestre, n = 1; 
Trissomia 21 2ºTrimestre, n = 1), por ESI-MS, usando um espectrómetro de massa ESI-
QTOF-MS. A Figura 13 apresenta os espectros de ESI-MS representativos de cada um 
das amostras analisas. 
 
 
 
 
 
 
Universidade de Aveiro – Departamento de Química 
52 
 
A 
 
B 
 
C 
 
Figura 13: Espectros de ESI- QTOF-MS, no modo positivo dos extratos 
lipídicos totais de plasma sanguíneo de grávidas. A – Controlo. B - Trissomia 21 1º 
Trimestre. C - Trissomia 21 2º Trimestre. Setas – alterações observadas pela 
comparação dos espectros B e C respetivamente, com o A 
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Os espectros de massa obtidos por ESI-MS no modo positivo revelam a presença 
de diversos iões que correspondem a fosfolípidos protonados [M+H]
+
 e aos seus aductos 
de sódio [M+Na]
+
.  Os fosfolípidos que ionizam formando iões positivos com maior 
abundância relativa são correspondentes à classe das PC. É de esperar deste modo a sua 
identificação nos espectros observados. Pela análise da Figura15 é possível observar 
que os iões mais abundantes correspondem aos m/z 758.6 correspondente ao ião 
[M+H]
+ 
de uma PC (16:0/18:2) e o ião de m/z 780.6 correspondente ao aducto de sódio 
[M+Na]
+
da mesma PC. As esfingomielinas apresentam na sua forma molecular um 
número de azotos par, o que se traduz num valor de peso molecular igualmente par, o 
que por sua vez se verifica na formação de iões ímpares, sendo facilmente diferenciados 
das PC no espectro. Pela análise do espectro de ESI-MS verificamos que o ião de m/z 
725.6 correspondente ao aducto de sódio [M+Na]
+
 é o mais abundante desta classe. Por 
sua vez, as TG, formam exclusivamente aductos de sódio e observam-se com valores de 
iões mais elevados, devido à sua estrutura molecular. É ainda possível de verificar que 
existem alterações entre o controlo para as amostras de Trissomia 21, contudo o número 
de amostras é demasiado reduzido para inferir uma conclusão ou hipótese viável, sobre 
a relevância destes iões em termos clínicos. Há uma aparente diminuição da SM 
(16:0/d18:1) de m/z 703.6 correspondente [M+H]
+ 
e aumento da TG (16:0/18:1/18:2) de 
m/z 879.8, do controlo para a amostra de Trissomia 21 de 1º Trimestre. Por sua vez, há 
uma alteração da SM (16:0/d18:1) de m/z 725.6 correspondente ao aducto de sódio 
[M+Na]
+
, PC (36:4) de m/z 804.6 do aducto [M+Na]
+
 e PC(38:6) de m/z 828.6 do 
aducto [M+Na]
+
, revelando-se diminuídas na amostra de Trissomia 21 de 2º Trimestre 
relativamente ao controlo.  
Em contrapartida é possível comparar este método com o MALDI-MS. Os 
espectros apresentam um perfil lipídico semelhante, que por sua vez é coincidente com 
a literatura, revelando a eficiência e sensibilidade do método. O método de ESI-MS 
revelou exigir uma preparação da amostra para análise mais célere, e apresenta ainda a 
vantagem de não apresentar interferências da matriz e modo de cristalização da mesma 
na sua análise. Contudo está igualmente sujeita a erros de experimentação, ou seja erros 
associados à preparação da amostra, desvios instrumentais causados por detetores, entre 
outros. 
Pela comparação da execução dos dois métodos, concluímos assim que MALDI 
é de facto mais suscetível a erros exteriores, e há uma maior formação de aductos de 
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sódio comparativamente ESI. Verifica-se uma aparente maior reprodutibilidade por ESI, 
contudo seria necessário efetuar aanálise de mais amostras para os vários grupos. 
Todavia o facto de MALDI ser mais rápido, igualmente sensível e seletivo, torna-o um 
método preferível para aplicação rotineira na clínica. 
A técnica de ESI-QTOF-MS foi igualmente utilizada para a identificação dos 
vários iões observados no espectros de MALDI-MS (Figura 9). Para tal procedeu-se a 
ESI-QTOF-MS/MS de um pool de amostras controlo, 2º Trimestre, de onde pela seleção 
dos iões foram obtidos os espectros de MS/MS. Como referido, os iões que se formam 
por electrospray podem ser iões [M+X]
+
 ou [M-X]
-
, onde o X pode corresponder a um 
elemento como o hidrogénio, sódio, potássio. Cada espécie das diferentes classes 
lipídicas apresenta fragmentações características das classes, e perda de ácidos gordos, 
nos espectros de MS/MS, que auxiliam na sua identificação (90).  
As espécies de glicerofosfocolinas (PC) são as mais abundantes no plasma 
sanguíneo; esta classe estruturalmente caracteriza-se pela presença de um átomo de 
azoto quaternário cuja carga positiva é neutralizada pela carga negativa do grupo 
fosfato, quando ionizada o azoto quaternário gera iões [M+H]
+ 
(90). O espectro de 
MS/MS dos iões [M+H]
+ 
das PC mostra um ião produto m/z 184 característico, formado 
devido à ligação entre o grupo fosfato e o glicerol (Figura 14). Nos espectros de MS/MS 
dos iões [M+Na]
+
 das PC podem observar-se iões fragmento (Figura 15) que 
correspondem à perda de ácidos gordos com formação de iões [M+H-RCOOH]. Nestes 
espectros observam-se ainda iões característicos de perda de 59 Da, 183 Da e 205 Da. 
Pela análise das Figuras 14 e 15 verifica-se que o espectro do ião [M+H]
+
 é distinto do 
ião [M+Na]+. O espectro do aducto de sódio (Figura 15) não apresenta o ião fragmento 
m/z184, contudo são observados iões fragmentos característicos tais como [M+Na-59]
+
 
(m/z 721.6), [M+Na-183]
+
 (m/z 597.5). Não se observa em grande abundância relativa 
os iões fragmentos relativos aos tipos de ácidos gordos presentes na molécula, ou seja 
os iões formados pela perda de RCOOH, sendo apenas possível a identificação da 
classe. Na Figura 18 e 19 estão representadas as quebras para m/z 760.6 de ião [M+H]
+
 
e m/z 780.6 do ião [M+Na]
+
, respectivamente. 
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m/z
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Figura 14: Espectro de QTOF-ESI-MS/MS da PC m/z 760.6 do ião [M+H]
+
, no 
modo positivo 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15: Espectro de QTOF-ESI-MS/MS da PC m/z 780.6 do ião [M+Na]
+
, 
no modo positivo 
Por sua vez, as esfingomielinas contêm na sua estrutura igualmente colina, pelo 
que os seus espectros de MS/MS mostram o ião produto m/z 184 (Figura 16). A Figura 
16 mostra o espectro de MS/MS de uma esfingomielina (SM) de ião percursor [M+H]
+
. 
As moléculas correspondentes a esta classe desempenham funções de sinalização 
celular e são igualmente constituintes das membranas celulares. As SM podem conter 
uma base de cadeia longa d18:1, correspondente à esfingosina, ou d18:0 que 
corresponde à esfinganina. A fragmentação é semelhante à das PC, como referido, 
devido à presença do mesmo grupo polar colina, assim sendo possuem o mesmo ião 
fragmento abundante no espectro de MS/MS, m/z 184. A figura 20 caracteriza-se deste 
modo pela fragmentação típica das SM para o ião de m/z 703.6, da molécula protonada 
[M+H]
+
. 
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Figura 16: Espectro de QTOF-ESI-MS/MS da SM m/z 703.6 do ião [M+H]
+
, no 
modo positivo 
Por fim os triglicerídeos, como mencionado anteriormente, formam 
exclusivamente aductos de sódio [M+Na]
+
, sendo a sua identificação, em espectros de 
MS/MS, pela de ácidos gordos [M+Na-RCOOH]
+
 (Figura 17). Por sua vez, a Figura 17 
apresenta-se como o espectro de MS/MS de triglicerídeos (TG), mostrando a perda na 
forma neutra de RCOOH, observando-se os iões [M+Na-RCOOH]
+
. Como referido 
previamente, TG apenas formam aductos de sódio devido à tendência de Na
+
 em ligar-
se à cadeia de glicerol, deste modo os iões observados nos espectros estão na forma de 
aductos de sódio 
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Figura 17: Espectro de QTOF-ESI-MS/MS da TG m/z 879.6 do ião [M+Na]
+
, 
no modo positivo. A – Espectro completo. B – ampliação do espectro: gama de m/z 570 
a 635 
 
 
 
 
 
 
Figura 18: Estrutura da glicerofosfatidilcolina PC 16:0/18:1 e fragmentação 
característica da classe das PC [M+H]
+
 no modo positivo 
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Figura 19: Estrutura da glicerofosfatidilcolina PC 16:0/18:2 e fragmentação 
característica da classe das PC [M+Na]
+
 no modo positivo 
 
 
 
 
 
 
Figura 20: Estrutura da esfingomielina SM d18:1/16:0 e fragmentação 
característica da classe das SM [M+H]
+
 no modo positivo 
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+
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Na Tabela 9 são apresentados os valores de m/z, os tipos de iões [M+H]
+
 ou 
[M+Na]
+ 
e as classes e moléculas correspondentes, presentes num extrato lipídico total 
de plasma sanguíneo da grávida. 
Tabela 9: Listagem de iões identificados por ESI-QTOF-MS/MS, no modo 
positivo, da amostra de pool de plasma sanguíneo de grávida de controlos de 2º 
Trimestre  
Classe Iões (m/z) 
Identificação (Lipid 
Maps) [M+H]
+ 
Identificação (Lipid 
Maps) [M+Na]
+ 
SM 
703.6 SM (16:0/d18:1) - 
725.7 - SM (16:0/d18:1) 
PC 
754.6 - PC (32:1) 
758.6 PC (34:2) - 
760.6 PC (34:1) - 
778.6 PC (36:6) PC (34:3) 
780.6 - PC (34:2) 
782.6 PC (36:4) PC (34:1) 
784.6 PC (36:3) - 
786.6 PC (36:2) - 
804.5 - PC (36:4) 
806.6 PC (38:6) PC (36:3) 
808.6 PC (38:5) PC (36:2) 
810.6 PC (38:4) PC (36:1) 
814.6 PC (38:2) - 
818.6 - PCp (38:4) 
828.6 - PC (38:6) 
832.6 - PC (38:4) 
834.6 PC (40:6) PC (38:3) 
836.6 PC (40:5) - 
TG 
877.7 - 
TG (16:0/18:1/18:3); 
TG (16:0/18:2/18/2); 
TG (16:0/18:3/18:1); 
TG (16:2/18:1/18:1) 
879.7 - TG (16:0/18:1/18:2) 
881.7 - TG (16:0/18:1/18:1) 
905.7 - 
TG (16:0/18:0/20:4); 
TG (16:0/18:2/20:2); 
TG (18:3/18:1/18:0) 
 
Pela análise da Tabela 9 verificou-se que foi possível identificar nos espectros de 
ESI-QTOF-MS 1 SM, 18 PC e 9 TG. Todas estas moléculas foram identificadas pela 
análise dos seus espectros de ESI-MS/MS. Alguns destes glicerofosfolípidos aparecem 
nos espectros ESI-MS sob a forma de iões [M+H]
+
 e também de [M+Na]
+
, pelo que a 
obtenção dos espectros de MS/MS permitiu fornecer uma informação complementar 
(80).  
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Os vários metabolitos identificados são comuns em vários estudos 
(79,127,129,130), contudo Fuchs et al (79), Preianò et al (129), e Hidaka et al (130) 
identificaram ainda algumas LPC, assim como PE, que não foram possíveis de ser 
identificadas devido às suas baixas concentrações e por efeitos de supressão pois as PC 
e SM ionizam mais facilmente. No entanto estas classes foram observadas em LC-MS 
como se irá referir no capítulo seguinte. Os triglicéridos são importantes no 
armazenamento de energia, e aparecem exclusivamente como aductos de sódio o que 
vai de encontro ao referido na literatura por Schiller et al (138). Por último, o perfil 
lipídico observado é igualmente observado pelos vários autores no plasma sanguíneo 
(79,127,129,130). 
3.3. Estudo sanguíneo da grávida para Trissomia 21 por LC-MS 
As amostras de extratos fosfolipídicos de plasma de grávidas sem patologias 
significativas (controlos, n=13) e de grávidas com indicativos de Trissomia 21 (n=9), do 
2º Trimestre, obtidos pelo método de SPE, foram analisadas por LC-MS e MS/MS com 
o intuito de procurar biomarcadores para a patologia em causa. Numa primeira fase, 
efetuou-se a análise visual dos vários espectros, para as várias classes, comparando os 
dados de controlo com os de doença. Os espectros de LC-MS obtidos permitem 
identificar lípidos de classes diferentes e identificar espécies moleculares, tal como 
verificado por ESI-QTOF-MS, previamente. A técnica de LC-MS aplica o mesmo 
método de ionização ESI, contudo as amostras aplicadas foram de extrato fosfolipídicos 
obtidos por SPE, em que não tinham triglicerídeos, contrariamente aos extratos lipídicos 
totais utilizados para MALDI-MS e ESI-QTOF-MS. A Figura 21 representa um 
cromatograma de LC-MS característico das diferentes classes de fosfolípidos, de uma 
amostra controlo do 2º Trimestre, em modo positivo, utilizando uma coluna HILIC; 
pretende representar os RT médios de cada classe de fosfolípidos numa corrida de LC-
MS, são estes 7.90 - 9.67 min para as PE, 21.78 – 24.3 min para as PC, 24.62 – 25.10 
min para as SM e 26.40 – 27.74 min para as LPC.  
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Figura 21: Cromotograma de análise HILIC-LC-MS em modo positivo, de uma 
amostra controlo de plasma de grávida. 
 Na Figura 22 encontram-se apresentados os espectros de amostras control para 
cada classe, identificando nomeadamente PC, PE, SM e LPC. 
A 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PC 
PE 
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C 
 
D 
 
 
Figura 22: Espectro de LC-MS para cada classe de fosfolípidos de amostras 
controlo. A- região de fosfatidilcolinas (PC). B - região de fosfatidiletanolaminas (PE). 
C - região de liso PC (LPC). D - região de esfingomielinas (SM) 
A identificação das espécies moleculares de cada classe de fosfolípidos foi feita 
com base nas fragmentações características observadas nos respectivos espectros de 
MS/MS. O tipo de ionização e fragmentações características das classes são 
equiparáveis a ESI-QTOF-MS/MS, pelo que no subcapítulo anterior foi possível 
observarem-se espectros característicos de MS/MS de [M+H]
+
, no modo positivo, de 
uma PC e uma SM, assim a Figura 23 constitui exclusivamente espectros MS/MS das 
classes PE, representando-se com o ião de m/z 764.3 , do tipo [M+H]
+
 e LPC com o ião 
de m/z 496 do tipo [M+H]
+
. 
 
 
 
 
 
LPC 
SM 
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A  
 
B  
 
Figura 23: Espectros de LC-ESI-MS/MS dos iões [M+H]
+
 no modo positivo. A- 
ião de m/z 764.3 (PE (18:1/20:5)). B - ião de m/z 496 (LPC (16:0)) 
 De modo a perceber os espectros, é necessário entender de que modo se processa 
as fragmentações para cada classe; tal é apresentado no subcapítulo anterior para as 
classes de PC e SM. Por sua vez as classes de PE e LPC apresentam outro perfil de 
fragmentações características; a classe das PE referenciam-se pelo ião produto [M+H-
141]
+
, formado pela quebra entre o grupo fosfato e o glicerol, ou seja pela perda da 
cabeça polar. Em contrapartida as LPC apresentam o ião fragmento m/z 184 
correspondente à quebra do grupo fosfato e o grupo colina (tal como acontece nas PC e 
SM), assim como o ião produto [M+H-H20]
+
.  
 Foi possível identificar um total de 159 iões (54 PE; 63 PC; 20 LPC e 21 SM) 
apresentados na Tabela 10 por identificação, valor de m/z e respetivo tempo de retenção, 
testes estatísticos de % de variação, effect size e valor p. Existem alguns picos presentes 
nos espectros que são background devido ao solvente ou outras impurezas, são eles m/z 
475.5, 610.0, 679.6, 701.7 e 737.4 
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Tabela 10: Lista de espécies de fosfolípidos, com respetivos RT, ES e valor p (
a
 
nível de significância 95% (p<0.05)) de amostras do 2º trimestre, pela aplicação do teste 
t- Student após verificação da normalidade dos dados pelo teste de Shapiro 
Metabolito m/z RT % variação Effect Size (ES) Valor-p
a 
PE(34:2) 716.3 8,35 -23,85 -0,41 3,55E-01 
PE(34:1) 718.4 8,43 -31,61 -0,59 1,79E-01 
PEp(36:5) 724.3 7,89 -27,08 -0,57 2,27E-01 
PEp(36:4) 726.3 7,75 -26,23 -0,42 3,35E-01 
PE(36:4) 740.3 8,34 -23,56 -0,63 1,67E-01 
PE(36:3) 742.3 8,13 -22,52 -0,44 3,59E-01 
PE(36:2) 744.3 8,21 -15,99 -0,36 4,22E-01 
PE(36:1) 746.4 8,10 -37,37 -0,61 1,31E-01 
PE(36:0) 748.3 8,14 -26,42 -0,62 2,14E-01 
Pep(38:6) 750.3 8,15 -25,78 -0,59 2,12E-01 
PE(38:5) 752.3 7,86 -20,78 -0,41 3,85E-01 
PE(38:6) 764.3 8,15 -19,65 -0,48 2,87E-01 
PE(38:5) 766.4 8,16 -59,03 -0,40 2,86E-01 
PE(38:4) 768.3 8,15 -8,52 -0,20 6,76E-01 
PE(38:3) 770.4 7,86 -34,23 -0,78 1,09E-01 
PE(38:2) 772.4 7,52 -40,73 -0,77 8,92E-02 
PE(38:1) 774.4 7,67 -26,37 -0,56 2,24E-01 
PE(38:0) 776.3 7,73 -8,07 -0,12 8,04E-01 
PE(40:9) 786.4 7,83 -29,61 -0,56 2,18E-01 
PE(40:7) 790.4 7,72 -21,78 -0,48 2,87E-01 
PE(40:6) 792.3 8,04 -9,59 -0,22 6,22E-01 
PE(40:5) 794.3 7,69 -33,86 -0,56 2,21E-01 
PC(32:2) 730.5 22,72 -37,04 -1,18 1,53E-02 
PC(32:1) 732.5 22,58 -32,06 -0,77 5,98E-02 
PC(32:0) 734.5 22,65 -18,94 -0,69 9,29E-02 
PCp(34:3) 742.5 22,44 -12,61 -0,54 2,27E-01 
PCp(34:2) 744.6 22,52 -21,05 -0,86 5,86E-02 
PCp(34:1) 746.6 22,61 -10,71 -0,29 4,58E-01 
PC(34:4) 754.6 22,36 -54,09 -1,14 8,91E-03 
PC(34:3) 756.5 21,36 -18,16 -0,59 2,00E-01 
PC(34:2) 758.5 22,41 -0,17 -0,01 9,83E-01 
PC(34:1) 760.5 22,39 7,50 0,34 4,76E-01 
PC(34:0) 762.5 22,36 86,51 0,62 2,83E-01 
PCp(36:5) 766.6 22,08 -25,22 -1,09 1,86E-02 
PCp(36:4) 768.5 22,06 -5,08 -0,29 5,33E-01 
PCp(36.3) 770.5 22,27 -8,47 -0,44 3,11E-01 
PCp(36:2) 772.5 22,35 -45,42 -0,37 3,28E-01 
PC(36:6) 778.5 20,29 -41,07 -0,93 3,06E-02 
Universidade de Aveiro – Departamento de Química 
65 
 
PC(36:5) 780.5 22,09 -25,26 -0,70 8,28E-02 
PC(36:4) 782.5 21,99 1,16 0,06 9,16E-01 
PC(36:3) 784.5 22,11 8,14 0,27 5,02E-01 
PC(36:2) 786.6 22,18 5,80 0,34 4,56E-01 
PC(36:1) 788.5 22,19 2,07 0,10 8,29E-01 
PC(36:0)/PCp(38:7) 790.6 22,02 45,50 0,78 1,34E-01 
PCp(38:6) 792.5 21,94 -12,53 -0,49 2,84E-01 
PCp(38:5) 794.6 22,01 -2,89 -0,15 7,31E-01 
PCp(38:4) 796.5 21,98 -2,26 -0,14 7,88E-01 
PCp(38:3) 798.4 22,08 33,49 0,55 2,99E-01 
PC(38:9)/ PCp(38:2) 800.5 21,18 49,08 0,47 3,73E-01 
PC(38:8)/ PCp(38:1) 802.3 18,14 -27,80 -0,43 3,29E-01 
PC(38:7)/ PCp(38:0) 804.5 21,98 -5,78 -0,35 4,26E-01 
PC(38:6) 806.5 21,85 -5,29 -0,20 6,36E-01 
PC(38:5) 808.5 21,81 -7,27 -0,36 3,75E-01 
PC(38:4) 810.5 21,79 2,40 0,13 7,43E-01 
PC(38:3) 812.5 21,93 3,12 0,15 7,26E-01 
PC(38:2) 814.5 22,03 -30,99 -0,33 3,80E-01 
PC(38:1) 816.2 22,28 43,51 0,65 1,84E-01 
PC(38:0) 818.1 22,37 37,06 0,55 2,63E-01 
PCp(40:6) 820.4 21,98 -6,76 -0,23 6,35E-01 
PCp(40:5) 822.4 21,87 20,83 0,47 3,86E-01 
PCp(40:4) 824.4 21,96 3,75 0,07 8,83E-01 
PC(40:10)/PCp(40:3) 826.6 20,06 41,46 0,69 1,08E-01 
PC(40:9)/PCp(40:2) 830.4 21,89 11,29 0,31 5,11E-01 
PC(40:7) 832.5 21,68 -2,72 -0,12 7,77E-01 
PC(40:6) 834.5 21,66 -46,18 -0,32 3,88E-01 
PC(40:5) 836.6 21,68 -4,41 -0,16 7,06E-01 
PC(42:10) 854.4 21,75 -5,56 -0,08 8,45E-01 
PC(42:9) 856.7 21,68 -11,49 -0,26 5,68E-01 
PC(42:8) 858.6 21,98 56,54 0,75 1,74E-01 
PC(42:4) 866.2 21,88 8,90 0,13 7,79E-01 
PC(42:2) 870.3 20,92 22,28 0,31 4,83E-01 
LPC(16:0) 496.3 24,05 15,60 0,50 2,23E-01 
LPC(18:3) 518.3 26,39 -11,76 -0,26 4,95E-01 
LPC(18:2) 520.3 26,34 2,67 0,06 8,94E-01 
LPC(18:1) 522.4 26,21 8,60 0,22 6,05E-01 
LPC(18:0) 524.3 26,05 22,35 0,53 2,44E-01 
LPC(20:5) 542.3 26,20 -38,71 -0,57 1,79E-01 
LPC(20:3) 546.3 23,70 -5,58 -0,12 7,58E-01 
SM(34:1) 703.3 24,96 1,96 0,03 9,31E-01 
SM(34:0) 705.4 23,33 -26,53 -0,31 4,17E-01 
SM(36:4) 725.3 24,46 1,58 0,04 9,30E-01 
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SM(36:2) 729.4 24,30 10,10 0,17 6,89E-01 
SM(36:1) 731.4 23,15 -24,46 -0,45 2,84E-01 
SM(42:3) 811.3 23,87 -1,13 -0,02 9,66E-01 
SM(42:2) 813.5 23,70 -5,31 -0,10 7,95E-01 
 
 Pela análise da tabela verifica-se que alguns dos iões previamente identificados 
por MALDI-MS, foram igualmente observados por LC-MS, contudo esta última técnica 
permitiu detetar um maior número de iões. Foi efetuada uma comparação relativa das 
espécies moleculares procedendo-se a uma análise univariada, com o intuito de detetar 
alterações no plasma de grávidas com fetos com Trissomia 21 em comparação com o 
grupo controlo no 2º Trimestre. Foram comparados todos os fosfolípidos identificados 
num total de 85, de onde constam 22 PE, 49 PC, 7 LPC e 7 SM. A Tabela 11 mostra os 
resultados obtidos dos metabolitos para os quais o valor de p apresenta um nível de 
significância de 95% (p<0,05) estão presentes na Tabela 11, em conjunto com os 
respectivos valores calculados de effect size para diferenças das médias padronizadas 
(ESsmd)  e a percentagem de variação. Estes demonstram a magnitude da diferença 
entre os grupos controlo e de Trissomia 21 e a dispersão dos dados, respetivamente, 
com os devidos erros associados. 
Tabela 11: Resultados da análise univariada controlo vs Trissomia 21, de 
amostras do 2º trimestre (
a
 nível de significância 95% (p<0,05)), pela aplicação do teste 
t- Student após verificação da normalidade dos dados pelo teste de Shapiro 
Identificação m/z RT 
Controlos (n=13) vs Trissomia 21 (n=9) 
% Variação 
Effect Size 
(ES) 
Valor de p
a
 
PC(32:2) 730.5 22,72 -37,04 ± 15,41 -1,18 ± 0,89 1,53E-02 
PC(34:4) 754.6 22,36 -54,09 ± 22,76 -1,14 ± 0,88 8,91E-03 
PCp(36:5) 766.6 22,08 -25,22 ± 10,39 -1,09 ± 0,88 1,86E-02 
PC(36:6) 778.5 20,29 -41,07 ± 20,25 -0,93 ± 0,86 3,06E-02 
p- plasmalogénios 
 De acordo com o obtido através da análise univariada, é possível afirmar que 
existem 4 PC, glicerofosfatidilcolinas que mostram significância estatística. São elas PC 
(34:4) de [M+H]
+
 a m/z 754.6, PCp (36:5) de [M+H]
+
 a m/z 766.6, PC (36:6) de [M+H]
+
 
a m/z 778.5 e PC (32:2) de [M+H]
+
 de m/z 730.5. Segundo os valores de percentagem 
de variação, há uma diminuição destes compostos nos casos de Trissomia 21. Os 
valores de effect size apresentam um erro elevado, para as várias PC apresentadas. Com 
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b) PC 754.6 
c) PC 766.6 d) PC 778.5 
Ár
e
a 
um erro muito próximo do valor de effect size é possível afirmar que as variações entre 
o grupo controlo e Trissomia 21 são pequenas relativamente às variações que existem 
entre as amostras pertencentes ao mesmo grupo.  
Na Figura 24 apenas estão representadas as caixas correspondentes aos iões que 
revelaram alterações estatisticamente significativas, referidos na Tabela 11. As caixas 
de bigode permitem ver a distribuição dos dados nos diferentes grupos em estudo, 
fornecendo informações de outliers, valor máximo, mínimo, mediana e dispersão 
(representada pela altura do retângulo, ou seja distância Q3-Q1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24: Caixas de bigodes das espécies moleculares com alterações 
estatisticamente significativas entre controlos e Trissomia 21, com normalização por 
área total. 
Na Figura 24 a), observam-se 2 outliers no grupo controlo. Contudo, 
verificamos que a variabilidade dos dados é superior no grupo de Trissomia 21, dado 
que esta apresenta uma caixa de tamanho superior. Esta última observação não se 
verifica nas restantes figuras, sendo que a altura das caixas é nitidamente mais alta nos 
grupos controlo. Na Figura 24 b) é possível reparar na presença de um outlier 
igualmente no grupo controlo. É de notar que as variações nestes fosfolípidos não são 
a) PC 730.5 b) PC 754.6 
c) PC 7 6.6 d) PC 78.5 
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muito significativas visto que as caixas não apresentam uma demarcada distância entre 
si, ou seja, esperar-se-ia que para haver uma variação significa as caixas apresentassem 
um distanciamento tal que quando sobreponíveis não se verificasse qualquer 
sobreposição. 
 As glicerofosfatidilcolinas, cujas variações são estatisticamente significativas, 
contêm na sua estrutura pelo menos um ácido gordo insaturado ou, no caso da PC 
(36:5), trata-se de um plasmalogénio (ou seja uma das cadeias de ácidos gordos 
encontra-se ligada ao glicerol por uma ligação éter em alternativa à ligação éster 
característica). Os ácidos gordos insaturados contêm ligações duplas na sua 
constituição, tornando-os mais suscetíveis à oxidação (139). Deste modo, quanto mais 
ligações duplas um ácido gordo tiver, maior a sua susceptibilidade à oxidação. Vários 
autores referem a tendência ao stress oxidativo nos casos de Trissomia 
21(45,73,116,121), e, visto que fosfolípidos com cadeias de ácidos gordos insaturados 
são os principais alvos da oxidação (139), denota-se uma maior suscetibilidade em 
casos de Trissomia 21. Esta tendência e suscetibilidade poderão estar na origem da 
diminuição destes fosfolípidos verificada no plasma das amostras analisadas. 
 Todavia, a diminuição destas PC não se observou no estudo de Pinto et al (33) 
que estudou igualmente o plasma sanguíneo de grávidas, para a Trissomia 21. Estes 
autores avaliaram o perfil fosfolipídico do plasma sanguíneo materno de 2º Trimestre 
através de HILIC-LC-MS. Segundo este ensaio há uma diminuição de 7 PC, 4 LPC, 2 
SM e 3 PE (Tabela 12) constando a maior percentagem de variação para a PE (O-38:5) 
e PC (O-42:1) / PC (O-42:8). Os valores de effect size por seu lado possuem erros 
menores, distanciando-se mais do seu valor, revelando, contrariamente aos resultados 
obtidos neste trabalho, que as diferenças entre o grupo controlo e Trissomia 21 são 
superiores às diferenças entre os grupos.  
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Tabela 12: Lista de espécies de fosfolípidos que variam significativamente entre 
controlo e Trissomia 21, do 2º Trimestre, apresentados no artigo de Pinto et al (
a
 nível 
de significância 95% (p<0.05)) ((33)) 
Identificação m/z RT Valor de p
a
 % Variação Effect size 
LPC (18:2) 520.4 39.4 2.05x10
-3 
-28.5±6.7 -1.60±0.69 
LPC (18:1) 522.4 39.1 4.68x10
-4
 -41.3±7.7 -2.10±0.75 
LPC (20:5) 542.3 39.3 2.69x10
-4 
-46.8±8.4 -2.23±0.76 
LPC (20:4) 544.4 38.5 9.84x10
-4 
-42.6±9.2 -2.06±0.74 
PE (36:2) 744.4 10.3 1.58x10
-2 
-35.0±10.1 -1.72±0.71 
PE (O-38:5) 752.3 9.7 6.24x10
-3 
-24.2±5.8 -1.90±0.72 
PE (O-42:5) 808.5 10.7 3.44x10
-3 
-78.1±22.3 -1.76±0.71 
PC (O-34:2) 744.5 31.6 6.37x10
-4 
-26.3±5.3 -2.03±0.74 
PC (34:0) 762.5 31.3 1.20x10
-3 
-33.7±7.0 -2.15±0.75 
PC (38:5) 808.5 30.1 7.92x10
-3 
-23.6±6.1 -1.79±0.71 
PC (O-40:0) (e PC 
(40:7)) 
832.5 29.9 3.64x10
-2 
-45.3±23.4 -1.91±0.72 
PC (40:5) 836.5 29.9 1.47x10
-2 
-33.8±9.8 -1.71±0.70 
PC (O-42:2) (e PC 
(42.9)) 
856.5 29.8 6.97x10
-4 
-33.0±6.9 -1.92±0.73 
PC (O-42:1) (e PC 
(42:8)) 
858.5 30.1 1.62x10
-3 
-60.7±15.2 -1.80±0.71 
SM (d18:1/14:0) 675.4 35.9 5.38x10
-4 
-34.4±6.9 -2.05±0.74 
SM (d18:1/18:1) 729.4 35.0 1.87x10
-5 
-21.2±2.6 -3.23±0.90 
 
As duas espécies com maior percentagem de variação, no estudo de Pinto et al, 
são ambas fosfolípidos com uma ligação éter em vez de uma ligação éster. Ambas se 
encontram em concentrações inferiores no plasma nos casos de Trissomia 21, no 2º 
Trimestre. Começam a surgir na literatura algumas sugestões sobre a sua relação com os 
efeitos do stress oxidativo e Trissomia 21 (31,33,118), sugerindo o fenómeno de stress 
oxidativo como a razão para a diminuição de compostos plasmáticos como os 
glicerofosfolípidos (140). Contudo, o mecanismo ainda não é totalmente conhecido e 
mais estudos devem ser realizados para confirmar este papel. Porém, o trabalho 
realizado ao longo da tese permitiu sugerir igualmente que o metabolismo fosfolipídico 
sofre alterações aquando da Trissomia 21 fetal. 
 Todavia, estudos como Oliveira et al (109) revelaram igualmente que as PC se 
encontram alteradas nesta desordem cromossómica, assim como outros fosfolípidos, 
sendo contudo espécies não coincidentes com Pinto et al (33), ou mesmo as espécies 
encontradas neste trabalho. A patologia de parto pré-termo (33) por sua vez, apresenta 
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igualmente alterações nos fosfolípidos, revelando uma diminuição de espécies como PC 
(34:3), (36:3), (34:4) e (32:2). As espécies PC (32:2) e PC (34:4) foram igualmente 
identificadas neste trabalho de tese, revelando identicamente uma diminuição; deste 
modo é denotado que são duas espécies que se encontram alteradas não exclusivamente 
nos casos de Trissomia 21. Assim sendo, novas investigações devem ser tidas em conta. 
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4. Conclusões e perspetivas futuras 
Neste trabalho pretendia-se estudar alterações lipídicas no plasma sanguíneo de 
grávidas de 1º e 2 Trimestres, com filhos que nasceram com Trissomia 21 em 
comparação com plasma de grávidas com bebés normais (grupo controlo). Com o 
decorrer da investigação realizada para esta tese, foi possível trabalhar com duas 
técnicas de ionização diferentes, sendo possível averiguar as suas vantagens e 
desvantagens individuais de cada técnica. As técnicas aplicam um tipo de ionização 
suave, isto é, sem fragmentação na fonte, permitindo uma ionização de amostras não 
voláteis e termolábeis.  
Deste modo, foi possível analisar amostras sanguíneas de grávidas controlo e 
com fetos com Trissomia 21 por MALDI-MS, ESI-QTOF-MS e LC-MS, obtendo-se 
resultados que permitiram comparar estas duas situações, exclusivamente pela técnica 
de LC-MS, por não ter sido atingidos observações possíveis de comparação.  
 Em LC-MS obtiveram-se diferenças de significância estatística de 4 PC 
(PC(32:2); PC(34:4); PCp(36:5) e PC(36:6), de m/z 730.5; 754.6; 766.6 e 778.5, 
respetivamente). Estes iões apresentam-se como novos possíveis marcadores, ainda que 
não coincidentes com a literatura. Porém, a literatura existente ainda é reduzida. Deste 
modo, novas investigações devem ser efetuadas no campo da lipidómica, relativamente 
à Trissomia 21. As restantes classes não apresentaram diferenças estatísticas 
significativas.  
No futuro, uma maior população amostral deve ser analisada, ao efetuar LC-MS, 
de modo a comparar resultados. Seria igualmente interessante a aplicação da análise 
multivariada, devido às informações diversas que esta nos pode fornecer dos nossos 
dados, podendo auxiliar na busca de um modelo robusto passível de ser aplicado no 
contexto clínico.   
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